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1 JNTRODUCCIÓN 

1.1 .Meninaitis meninoocócica: serooruaos asociados 
La meningitis meningocócica se mantiene en la actualidad como un 
importante problema sanitario tanto en países desarrollados como en el tercer 
mundo. En estos últimos se ha llegado a estimar en 330.000 el numero de 
personasiaño que contraen enfermedad meningocócica con un resultado de 35.000 
muertes (221). Neisseria meningitidis (Nmg), un diplococo gram-negativo, es un 
parásito específicamente humano, aunque es posible producir meningitis en monos 
mediante inyección intraespinal con cultivos puros del organismo (236). Las cepas 
virulentas (es decir las aisladas de la corriente sanguínea o líquido cefaloraquídeol 
están asociadas invariablemente con una cápsula que rodea y ayuda al organismo 
a evadir los sistemas de defensa del huésped (156). 
La adquisición de meningitis meningocócica se produce mediante gotas en 
suspensión, el medio de dispersión del microorganismo, seguida por colonización 
de la nasofaringe. El transporte de organismos en la misma es relativamente común 
(5-30 % dependiendo de la estación). pero solo ocasionalmente el estado de 
portador progresa hasta causar síntomas de enfermedad (16,156). Nmg puede 
causar diferentes síndromes clínicos que van desde septicemia meningocócica 
fulminante con choque séptico, fallo orgánico múltiple y muerte, a rneningococemia 
benigna e incluso se han descrito varios tipos clínicos de artritis asociados con 
infección meningocócica (2371, pero la presentación mas habitual es la meningitis. 
La forma mas común de la enfermedad se produce por invasión del meningococo 
de la corriente sanguínea, y penetración de la barrera hematoencefálica (meninges, 
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y de ahí el nombre de la enfermedad). Los organismos son entonces capaces de 
multiplicarse en el líquido cefaloraquídeo originando la inflamación del cerebro, que 
a menudo conduce a la muerte o al retardo mental. 
El mecanismo de transición de transporte asintomático a infección invasiva 
es desconocido, en parte debido a la falta de un modelo animal efectivo que 
reproduzca todas las etapas de la enfermedad humana. Varias especies animales 
incluyendo monos, conejos, cobayos. ratas, ratones y embriones de pollo han sido 
utilizados en el estudio de la patogénesis meningocócica (18). Los modelos de 
infección intraperitoneal tanto de ratón como de rata recién nacida han sido 
ampliamente utilizados en estudios de protección pasiva para la evaluación de 
vacunas para NmgB (235.289). Aunque tienen la ventaja de su simplicidad, estos 
modelos no reproducen adecuadamente la ruta de infección en la enfermedad 
humana. Recientemente se ha desarrollado un modelo de infección intranasal de 
ratón recién nacido que a pesar de utilizar la ruta natural de la infecci6n para la 
enfermedad, reúne solo algunas de las características de un modelo animal ideal 
para el estudio de la meningitis (164). Factores tales como la infección previa por 
ciertos virus (113,219) o la no-secreción de antígenos del grupo sanguineo AB0 
(32,308), han mostrado una correlación, a partir de datos epidemiológicos, con la 
predisposición a adquirir la enfermedad. El curso de la enfermedad puede ser muy 
rápido, y la secuencia que va desde síntomas destacables o diagnosis a 
fallecimiento puede producirse en el plazo de 24 horas. 
Nmg, Haemophilus influenzae y Streptococcus pneumoniae, causantes de 
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aproximadamente el 75% de meningitis bacteriana, tienen en común cápsulas 
polisacarídicas que parecen jugar un papel fundamental en la patogénesis 132). Las 
cápsulas en Nmg están formadas por polisacáridos aniónicos de alto peso 
molecular, y son la base para la clasificación serológica de la especie en distintos 
serogrupos: A, B, C. 29-E, H, 1, K, L. W-135, X, Y, 2 (21,257). La meningitis 
meningocócica es una enfermedad extendida por todo el mundo tanto en forma 
endémica como epidémica. La enfermedad endémica tiene una tasa de entre l- 
51100.000 por año, mientras que se han producido epidemias con tasas de hasta 
5001100.000 (156). Aunque la proporción de enfermedad meningocócica debida 
a serogrupos individuales varia de país a país, mas del 95 % de la enfermedad es 
originada por cepas de los serogrupos A, B. C, Y, y W-135 (289). Los serogrupos 
X, Z y 29E están solo raramente asociados con enfermedad y los pacientes con 
estas infecciones tienen por lo general alguna forma de inmunodeficiencia (122). 
Los serogrupos A, B y C constituyen mas del 90% de los aislados de pacientes, 
constituyendo el grupo B por si solo entre el 50 y 70% de los casos. Una alta 
proporción de meningococos aislados de nasofaringe son no-serogrupables. En un 
estudio de transporte nasofaríngeo en una población que experimentaba 
enfermedad debida a una cepa B:l5:76 (421, aproximadamente la mitad de las 
cepas identificables como la cepa epidémica por la presencia de los antígenos de 
serotipo y subtipo (ver mas abajo), eran no-serogrupables. Parece existir una 
tendencia para que la expresión de la cápsula de ciertos meningococos se pierda 
durante el transporte nasofaríngeo. Cepas no capsuladas son fácilmente eliminadas 
por el suero humano normal y, por este motivo, son incapaces de causar 
enfermedad sistémica. Sin embargo, existen algunas evidencias de que el 
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polisacárido capsular impide la unión a las c6lulas mucosales de tal manera que la 
expresión de menos polisacárido en la superficie celular podría ayudar a la 
colonización de la nasofaringe 1247,283). 
1 .Z.Papel del complemento en la enfermedad meninoocócica 
Existen evidencias sustanciales que apoyan un papel único del sistema de 
complemento en la prevención de la enfermedad meningocócica (55,56,72). Esta 
es la infección mas habitual padecida por individuos con deficiencias de 
complemento. La frecuencia de estados de deficiencias de complemento 
hereditarias en pacientes con enfermedad por Neisseria es de un 5-10% (72). La 
enfermedad meningocócica es característica tanto de individuos con deficiencias 
en una de las proteínas de la vía alternativa de complemento (properdina o factor 
D), que son incapaces de activar esta vía pero poseen una vía clásica intacta 
(192,241), como de individuos con deficiencias en alguno de los componentes 
terminales del complemento, que son incapaces de ensamblar el complejo de 
ataque de la membrana y expresar actividad bactericida dependiente de 
complemento (13). En ambos casos, aproximadamente el 60% de estos individuos 
desarrollan la infección durante la adolescencia, pero mientras en el caso de 
deficiencias de la vía alternativa esta resulta en una alta tasa de mortalidad (50%) 
y la recurrencia de la infección es poco frecuente, en el caso de deficiencias en 
componentes terminales de complemento la tasa de mortalidad es menor v casi la 
mitad de los individuos que desarrollan la infección experimentan recurrencia. Estos 
hechos ponen de manifiesto la importancia tanto de una vía alternativa intacta 
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como de la actividad bactericida dependiente de complemento como mecanismos 
básicos de defensa del organismo frente a infecciones por Nmg. 1-a eficiencia de 
vacunas meningocócicas debería correlacionarse por tanto con la inducción y 
persistencia de anticuerpos bactericidas dependientes de complemento. 
1.3.Estrateqias oara el desarrollo de una vacuna para NmoB 
NmgB es en la actualidad la causa mas común de meningitis bacteriana en 
países industrializados después de Haemuphilus influenzae tipo b, que puede 
desaparecer pronto cuando la nueva vacuna desarrollada para esta ultima 
(25.54.271) sea de uso general. Además, aunque son las cepas de grupo C, y 
especialmente las de grupo A en el cinturón de meningitis africano y en la 
República Popular China (2,287). las principalescausantes de meningitis bacteriana 
epidémica, el grupo B ha sido reconocido como el causante de la alta prevalencia 
de enfermedad mantenida en varias áreas hiperendémicas, incluyendo Noruega 
(2221, las islas Faroe (2941 y ciertas partes de Inglaterra (290). En España el 
serogrupo B es responsable de meningitis endémica en Galicia y ha sido el 
serogrupo predominante en las ultimas ondas epidémicas (91% de los casos en la 
onda epidémica de 1980) (71.236). 
A finales de la década de los 60 se desarrollaron vacunas para los 
meningococos del serogrupo A y C (93,296); estas vacunas estaban constituidas 
de polisacárido capsular purificado de alto peso molecular derivado del organismo 
respectivo: un hornopolímero lineal formado por residuos 0-acetilados en la 
posición 3 de manosamina-ô-fosfato unidos por enlaces (l-6) en el caso del 
serogrupo A, y un homopolímero lineal formado por residuos 0-acetilados en la 
posición 7 y/o 8 (forma 0-acetil positiva) o no acetilados (O-acetil negativa) de 
ácido N-acetil-neuramínico unido por enlaces (2-9) en el caso del serogrupo C. Su 
seguridad y eficacia ha sido demostrada en cierto numero de ensayos de campo 
controlados y situaciones epid~émicas, aunque la vacuna de serogrupo C es ineficaz 
en nifios menores de 2 años de edad (el grupo de edad mas susceptible a la 
enfermedad) y la de serogrupo A en niríos ‘menores de 6 meses, v lo efectos a largo 
plazo de la vacunación con la vacuna de polisacáridos A +C han resultado 
insatisfactórios (44,521. Con posterioridad los polisacáridos W-l 35 e Y han sido 
incorporados en una vacuna tetravalente AICIYiW-135, dejando al serogrupo B 
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como el único serogrupo patogénico de meningococo para el que no existía una 
vacuna dis[>onible. 
l Antígenos superficiales no camulares 
-0MPs 
Candidatos 
a una vacuna 
-IRB 
-LOS 
-Lip, Pili, CtrA 
para NmgB 
j Otros antiaenos no capsulares 
-Proteasas de IgA 
- Causula 
-Complejos no covalentes con OMPS 
-Modificaciones químicas 
-Análogos estructurales 
El fallo en la obtención de una vacuna serogrupo-B se ha debido a la falta de 
inmunogenicidad en humanos de su polisacárido capsular, un homopolímero 
formado por residuos de ácido N-acetil-neuramínico unidos por enlaces alfa (2-8) 
(Fig.1) (156). El estudio de antígenos no capsulares presentes en la superficie 
externa del meningococo o secretados por este, el aumento de la inmunogenicidad 
del polisacárido capsular, y la inducción de anticuerpos anti-capsulares mediante 
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el? empleo de inmunógenos estructuralmente similares, han sido las alternativas 
elegidas para el desarrollo de una vacuna válida para el serogrupo completo (Fig.2). 
1.3.1 .Antíaenos suoerficiales no caosulares de N.meniuitidis aruoo B 
La búsqueda del antígeno ideal como potencial candidato a vacuna para el 
meningococo B ha convertido la superficie externa de Nmg en una de las envueltas 
celulares más estudiadas. Fruto de estos estudios no sólo se ha avanzado en la 
comprensión de los diferentes mecanismos de virulencia y patogenicidad asociados 
a esta envuelta, sino que la metodología resultante de estas investigaciones ha 
podido aplicarse al desarrollo de otras vacunas contra bacterias capsuladas. Así la 
vacuna desarrollada contra Haemophilus influenzae tipo b consta de polisacárido 
capsular conjugado a proteínas de membrana externa meningocócicas, utilizadas 
por sus propiedades inmunogénicas (11,651. 
Dos requisitos fundamentales debe reunir un antígeno para considerarlo 
como candidato a una vacuna para todo el serogrupo 6: que este conservado entre 
las diferentes c,epas del serogrupo y que induzca anticuerpos bactericidas, de 
especial importancia en la protección contra las cepas de Nmg (242). 
1.3.1.1 .Proteínas princiaales de membrana externa 
Las bacterias gram-negativas poseen una envuelta celular que comprende 
dos capas lipoidales situadas a cada lado de un estrato de peptidoglicano 
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semirígido. La mas exterior, denominada membrana externa, esta formada por una 
compleja mezcla de proteínas y lipooligosacaridos incorporados en una bicapa 
lipídica. Contiene de 3 a 5 proteínas de membrana externa (OMPs) mayoritarias 
subdivididas en 5 diferentes clases estructurales que se correlacionan con sus 
pesos moleculares aparentes en geles SDS-PAGE: 46.000 + 1.000, 41.000 f 
1.000, 38.000 rt 1.000, 33.000 f 1.000 y 28.000 + 1.000, designándose 
clase 1 a clase 5 respectivamente (79). 
Todas las cepas meningocbcicas expresan una proteína de clase 2 o de clase 
3 pero nunca ambas simultáneamente, lo que ha llevado a agrupar estas dos clases 
en una sola (213) (188). Estas proteinas tienen función de porina, muestran 
homología con las proteínas gonocócicas IA (clase 3) y IB (clase 2). y son la base 
del sistema de tipaje para meningococos: existen aproximadamente 20 serotipos 
diferentes dentro de los serogrupos 6 y C de Nmg basados en las diferencias 
inmunológicas de las proteínas clase 2/3, mientras que el serogrupo A reacciona 
mayoritariamente con monoclonales específicos para los serotipos 4 y 21 (292). 
Los epítopos de serotipo de las proteínas de clase 2 y 3 parecen tener un fuerte 
componente conformacional y en las proteínas clase 3 se han propuesto dos 
regiones de variabilidad, expuestas en la superficie celular, asociadas con la 
especificidad de serotipo (300). Mediante la utilización de un modelo de protección 
animal en rata recién nacida se ha demostrado que anticuerpos monoclonales a la 
clase 213 eran solo ocasionalmente protectores y bactericidas (235). 
Las proteínas de clase 1, para las que se ha demostrado una función de 
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porina con una ligera selectividad catiónica (268,269). están presentes 
generalmente en la mayoría de los serotipos, pero puede estar ocasionalmente 
ausente en algunos aislados y existe una considerable variación en su nivel de 
expresión: en algunos casos su tasa de expresión se puede ver reducida durante 
el curso de una infección (79,130). En contraste con otras proteínas de membrana 
externa, no se conoce el equivalente de esta proteína en gonococos. La variación 
antigénica de esta proteína define el subtipo de una cepa meningocócica (69,254). 
Hasta la fecha han sido producidos 15 monoclonales contra 15 diferentes subtipos 
y se ha demostrado la unión de dos diferentes monoclonales de subtipo a algunas 
proteínas de clase 1 (293). De forma análoga a las proteínas clase 3, dos regiones 
variables principales se encuentran presentes en las secuencias aminoácidas de 
diferentes proteínas de clase 1 en las que se encuentran localizados los epítopos 
específicos del subtipo (20,195). Estos inicialmente parecían ser de naturaleza 
lineal, e inaccesibles a anticuerpos específicos en la célula intacta de algunas 
cepas, pero estudios más recientes realizados con péptidos cíclicos apuntan a la 
naturaleza conformacionalde los epítopos de clase 1 (47,293). Aunque anticuerpos 
a proteínas clase 1 eran protectoras en el modelo de rata recién nacida 
anteriormente mencionado, la protección parecía ser tipo-especifica (235). 
Las proteínas de clase 5, análogas a las proteínas II de gonococos, presentan 
una modificabilidad por calor característica: la proteína solubilizada a 37°C migra 
mas rápidamente que solubilizada a 100°C en SDS-PAGE (5). Las proteínas clase 
5 no solo muestran heterogeneidad inter-cepa, sino que pueden presentarse dos 
tipos de variabilidad intra-cepa: variación de fase (variación en los niveles de 
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expresión) y variación antigénica (expresión de múltiples versiones de la proteína). 
Hasta 4 diferentes variantes de clase 5 se han observado en una única cepa de 
Nmg y una única cepa puede expresar simultáneamente dos proteínas de clase 5. 
Anticuerpos bactericidas específicos para epítopos superficialmente expuestos de 
proteínas clase 5 son demasiado específicos de cepa para poder considerar estas 
proteínas como relevantes a la hora de incluir en una supuesta vacuna. 
Recientemente se ha descrito una nueva proteína de membrana externa, 
clase 5c (70), con un peso molecular similar al de las proteínas clase 5 pero que 
muestra solo una débil homología con estas y una secuencia conservada entre 
cepas. Estudios recientes han mostrado un importante papel para esta proteína en 
la colonización e invasión del epitelio mucosa1 (283). Anticuerpos monoclonales 
humanos contra esta proteína mostraban efecto bactericida contra cepas de 
N.meningirid;s que expresaban niveles altos de proteína 5c pero fallaban en 
manifestar este efecto en la cepa de laboratorio 8385 (70). La mayoría de los 
meningococos de aislados infecciosos probablemente no sean susceptibles a este 
mecanismo bactericida puesto que solo expresan cantidades pequeñas o 
indetectables de 5C (223). 
La proteína clase 4 parece ser muy estable y conservada en todas las cepas 
meningocócicas y muestra considerable homología con la proteína III presente en 
gonococos y con una porción de la proteína de membrana externa OmpA de 
Escherichia col;. Anticuerpos monoclonales dirigidos contra la proteína 111 también 
reaccionan con la proteína clase 4, pero no solo no promueven actividad 
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bactericida, sino que inhiben el efecto bactericida mediado por anticuerpos dirigidos 
contra otros antígenos de la membrana externa (188). 
1.3.1.2.Proteínas requladas Dar hierro 
Otro componente importante de la membrana externa son las proteínas 
reguladas por hierro (IRPsI. La capacidad de un patógeno bacteriano para adquirir 
hierro es un determinante critico en la patogénesis, y el meningococo no es una 
excepción. Un ejemplo de esto es el aumento de la letalidad de meningococos 
después de la inclusión de diferentes compuestos que contienen hierro en un 
modelo de infección murina (46). La disponibilidad de hierro inorgánico en el 
hospedador humano es extremadamente baja (185), y las principales fuentes de 
hierro comprenden la hemoglobina y las proteínas transportadoras de hierro 
transferrina y lactoferrina (24). La mayoría de los patógenos bacterianos emplean 
sideróforos, agentes quelantes de hierro solubles de bajo peso molecular que tienen 
la capacidad de competir con las proteínas de unión al hierro del hospedador, e 
internalizar el hierro después de unirse a receptores de membrana (185,209). Nmg 
parece incapaz de sintetizar sideróforos y es capaz de secuestrar hierro 
directamente a partir de transferrina (24,71,101), lactoferrina (209) y hemoglobina 
(149) mediante procesos mediados por receptores: las IRPs, proteínas de 
membrana externa inducibles en condiciones de limitación de hierro. Mientras que 
la proteína de unión a lactoferrina ha sido identificada como una IRPs de 105 kDa 
especifica para lactoferrina humana, las proteínas de unión a transferrina (TBPs), 
especificas también para la proteína humana (8). presentan una gran 
14 
heterogeneidad tanto de tamaño como antigénica (71,101): recientemente se ha 
descrito una TBPI con un peso molecular de 98 kDa (incapaz de unir transferrina 
después de SDS-PAGE) y una TBP2 con un peso molecular que varia de 68 a 85 
kDa (capaz de unir transferrina humana después de SDS-PAGE y electroblotting), 
pero anteriormente se había descrito una proteína de 70-71 kDa que no era idéntica 
a TBP2 (24,209) e incluso una proteína denominada IRP principal (MIRP) de 36-37 
kDa que parecía unirse también a transferrina (185). Recientemente se ha 
identificado la presencia de una proteína de unión a hemoglobina expuesta 
rc 
N 
superficialmente en Nmg y que parece no ser especifica de serogrupo (149). A 
VI diferencia de otras IRPs, la proteína de unión a hemoglobina es capaz de unir tanto 
r+ 
ti 
8 
la proteína humana como la bovina, sugiri8ndose que sea la fracción hemo el 
z 
ligando reconocido por la proteína. 
Los estudios sobre antigenicidad e inmunogenicidad de IRPs se han centrado 
principalmente en los receptores de transferrina. Los estudios sobre la proteína de 
70 kDa indicaban la posibilidad de obtener anticuerpos bactericidas contra esta 
proteína pero estrictamente específicos de cepa, apuntando a la variabilidad 
antigénica de los epitopos expuestos por esta proteína (209). Trabajos sobre TBP2, 
molecularmente heterogéneas, han proporcionadoevidenciassobre la existencia de 
dominios antigenicos comunes entre las TBP2s de Nmg e incluso de N.gonorrea e 
H.influenzae tipo b, pero no aportaban datos sobre la exposición de estos epítopos 
en el organismo intacto (251). Recientemente se ha demostrado que el receptor de 
transferrina humano es expresado in vivo y se encuentra expuesto en la superficie 
de Nmg (7). Potencialmente, anticuerpos que bloquearan la adquisición de hierro, 
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podrían ser protectores sin tener que mediar necesariamente actividad bactericida 
dependiente de complemento (3061. 
1.3.1.3.Lioooliaosacaridos 
Algunos componentes de la membrana externa de las bacterias gram- 
negativas están glicosilados, capacitando al organismo para interaccionar con 
ambientes acuosos. Los glicolipidos de bacterias entéricas, que viven en ambientes 
ricos en ácidos biliares, se denominan lipopolisacaridos (LPS) v constan de tres 
dominios estructurales. El mas externo es el polisacárido O-especifico o antígeno 
0 (2001, largo, hidrofílico y neutral; esta formado por unidades repetitivas de 
oligosacaridos y porta la principal especificidad serológica, ayudando a prevenir la 
dispersión de las membranas lipídicas de la bacteria por ácidos biliares (991. El 
polisacárido O-especifico esta unido a un oligosacárido central, unido a su vez a un 
glicolípido basal, lípido A, anclado a la membrana externa v asociado con los 
efectos biológicos de toxicidad del LPS (endotoxina) que suelen acompañar a 
bacteremias debidas a microorganismos gram-negativos (200,216). Los glicolipidos 
de las especies de Neisseria. así como de otras bacterias que colonizan superficies 
mucosales no bañadas por ácidos biliares (tractos respiratorio y genital), carecen 
del polisacárido O-especifico, pero también tienen un oligosacárido unido al lípido 
A y son denominados lipooligosacaridos (LOS) (88,145). 
Se han definido 12-13 tipos diferentes de LOS entre aislados de Nmg 
(103,275), conocidos como inmunotipos y caracterizados mediante anticuerpos 
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monoclonales. Los inmunotipos de LOS se utilizan para completar el sistema de 
serotipaje anteriormente descrito, y la clasificación serológica completa de un 
aislado meningococico incluye el serogrupo de polisacárido, el serotipo de proteína 
clase 2/3. el subtipo de proteína clase 1 y el inmunotipo de LOS (79). 
Paralelamente al anterior sistema de tipaje, los meningococos pueden 
también dividirse en tipos electroforéticos (ET1 mediante electroforesis enzimática 
multilocus (43.229.292). El tipaje ETexamina diferenciaselectroforéticasen 10-l 5 
enzimas requeridas para el crecimiento de la bacteria. Los ETs han sido agrupados 
en clones y subgrupos o complejos ET (287,288). Este tipo de análisis ha revelado 
que la diversidad genética en Nmg es mayor que la de cualquier otra especie 
bacteriana analizada por el mismo método hasta la fecha (aunque los aislados de 
serogrupo A son relativamente homogéneos en comparación con los de otros 
serogruposl, y que la distribución de serotipos y patrones electroforeticos de OMPs 
entre cepas tiene poca relación con la estructura genética clonal de la población 
(43). El sistema más reciente para caracterizar cepas de Nmg se basa en la 
variabilidad del gen porA, que codifica la OMP clase 1, discriminando aislados 
sobre la base de polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción derivados 
de productos de la reacción en cadena de la polimerasa (132). Mediante este 
método se ha podido comprobar la gran diversidad existente entre aislados de 
NmgB. 
Lacto-N-neotetraoss 
Fiyura 3. Estructura del lipooligosacárido de Neisserin rncrri>rgitidis. Immunotipo L3 (204). 
Abreviaturasempleadas: N~~NA~=ácid~~siálico:Gal=gal~ct~sa; GlcNAc=N-acetil-glucosamina: 
GlC=glUCOS.% Hep=heptosa; KDO=ácido 3.dasoxi-D-mano-2.octulosónico; 
PEtN=fosfoztanolamina. 
Los LOS de las cepas de Neisseria están compuestos de uno a seis 
componentes que pueden separarse por SDS-PAGE y cuyos pesos moleculares 
relativos se ha estimado que van de 3.150 a 7.100 (135). La mobilidad 
electroforética heterogénea de los componentes de LOS refleja principalmente 
diferencias en las composiciones químicas de sus oligosacaridos (OS), que también 
cuentan para las diferencias antigénicas. La estructura de los OS de algunas cepas 
ha sido dilucidada. Estos OS tienen estructuras bi o triantenarias con ácido 2-ceto- 
3-desoxi-octuiosónico (KDO), a través del cual se unen al lípido A, en el extremo 
reductor y contienen de 8 a 10 unidades de azúcar con fosfoetanolamina en 
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cantidad y localización variables (Fig.3). En el extremo no-reductor de la antena 
mas larga se encuentra, en 8 de los 13 inmunotipos de LOS (2631, una estructura 
también presente en los glicoesfingolípidos de la serie paraglobósido, un precursor 
de los antígenos del grupo sanguíneo humano: el tetrasacárido Lacto-N-neotetraosa 
(LNnT) (166). Esta estructura esta polisialidada en las membranas de células 
humanas y las especies meningocócicas que producen ácido siálico (serogrupos B, 
C, W e Y) también sialidan el sustituyente de LNnT de sus LOS (100,204,298). De 
los 13 inmunotipos de LOS tres son prevalentes: L3,7,9, L2 y Ll (en orden 
decreciente), conteniendo los dos primeros LNnT, que ha demostrado ser no 
inmunodominante en L3.7.9 (274). Mediante los progresos habidos en la química 
orgánica de síntesis ha sido posible la preparación de diferentes estructuras que 
mimetizan el epítopo interno de estos inmunotipos prevalentes eliminando la 
presencia de LNnT (272). 
Con respecto a la preparación de una posible vacuna, solo los OS se han 
considerado generalmente adecuados para este propósito puesto que el lípido A es 
responsable de la inducción del choque séptico (216,272,285), aunque 
recientemente se han realizado los primeros estudios con LOS incorporado en 
liposomas (2081, lo que permite una disminución en su toxicidad. Para su 
utilización como vacuna los OS deben ser acoplados a soportes protéicos (62) y 
para ello se han desarrollado procedimientos de conjugación que preservan lo 
grupos fosfoetanolamina, importantes para la inmunogenicidad de los OS 
(103.2731. Como soportes protéicos se han utilizado tanto toxóide tetánico como 
proteínas de membrana externa meningocócicas (276). 
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; Los últimos estudios realizados a cabo sobre OS-conjugados presentan 
resultados contradictorios (103,276). En el primero de estos estudios y utilizando 
un OS que carecía del fragmento de LNnT procedente de una cepa grupo A 
conjugado con toxóide tetánico (1031, se obtuvieron antisueros de conejo con 
actividad bactericida contra la cepa A homóloga (L8,lO.l 1) y contra otras dos 
cepas grupo l3 que compartían el epítopo L8, aunque esta actividad bactericida era 
baja. En el segundo de estos estudios y a partir de los resultados obtenidos 
utilizando OS de dos de los inmunotipos prevalentes, L3,7,9 y L2, sobre diferentes 
soportes protéicos, se llegaba a la conclusión de que sería difícil, sino imposible, 
inducir anticuerpos anti-LOS bactericidas contra los inmunotipos más prevalentes 
en una población heterogénea con este tipo de conjugados (276). 
1.3.1 .~.L¡D, r~ili y CtrA 
Además de los vistos hasta el momento, otros antFg9enos investigados como 
posibles candidatos para el desarrollo de una vacuna han sido el antígeno Lip, los 
pili y CtrA. 
El antígeno Lip es un antígeno superficial común a las especies de Neisseria 
patogénicas pero ausente en especies no-patogénicas. Este antígeno, inicialmente 
designado como H.8 (29). es una lipoproteina con un peso molecular aparente que 
varia entre 18 y 30 kDa. Anticuerpos dirigidos contra este antigeno reconocen 
tanto epítopos continuos como conformacionales, pero ninguno de ellos mostraba 
capacidad de promover actividad bactericida con complemento (30.2601. 
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Los pili son apéndices superficiales que expresa Nmg en las superficies 
mucosales humanas y que facilitan la unión del organismo a las células del 
hospedador (248,281,282). Los principales componentes de los pili 
meningocócicos son subunidades polipeptídicas repetitivas denominadas pilinas, 
que presentan epítopos comunes tanto a meningococos como a gonococos. Pero 
estos epitopos comunes no son por lo general inmunogénicos después de infección 
con meningococos o gonococos, probablemente a causa de la inaccesibilidad de 
los mismos en los pili ensamblados de estos microorganismos. 
Otro antígeno alternativo a la cápsula, pero estrechamente relacionado con 
esta, ha sido identificado a partir de estudios realizados sobre los mecanismos de 
expresión v translocación del polisacárido capsular de NmgB (PS-B). Se trata de 
una proteina de membrana externa, integrante de un complejo sistema de 
transporte de la cápsula, denominada CtrA (83). CtrA tiene propiedades de 
lipoproteina, esta presente exclusivamente en Nmg y no en otras especies de 
Neisseria, sean o no patogénicas, y se encuentra muy conservada entre las cepas 
meningocócicas B, C, W-135 e Y, cuyas cápsulas están compuestas de ácido 
neuramínico, ya sea como homopolímero o como heteropolímero. El análisis de su 
estructura secundaria revela una estructura comparable a las de otras proteínas de 
la membrana externa con función de porina, y a falta de otros datos de 
antigenicidad, se considera en principio a CtrA como candidato potencial para el 
desarrollo de una vacuna. 
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1:3.1.5.Ensavos clínicos con vacunas basadas en antíaenos suoerficiales no 
caosulares: vesículas de membrana externa 
Durante la ultima década se han evaluado en ensayos clínicos la eficacia de 
vacunas basadas en vesículas de membrana externa meningocócicas. Estas son 
liberadas al medio a partir de evaginaciones de la membrana externa de la bacteria 
durante la fase logarítmica de crecimiento (58). Las vesículas de membrana externa 
son desprovistas de LOS y pueden combinarse con polisacárido capsular 
meningococico para mejorar su solubilidad (78). 
Una vacuna de proteínas de membrana externa de una cepa B:15:P1.3 
acomplejadas no covalentemente a polisacárido capsular grupo C y absorbidas 
sobre hidróxido de aluminio, fue ensayada para comprobar su eficacia en Iquique, 
Chile, en 1987-1989 (3021. Estaba prácticamente desprovista de LOS (un O,l%) 
y el componente protéico no estaba mayoritariamente en forma de vesículas, sino 
que se presentaba en forma de agregados protéicos multiméricos de unos 250 kDa. 
La vacuna inducía principalmente anticuerpos no funcionales, algunos de los cuales 
estaban dirigidos contra OMP clase 1. No había una inducción de anticuerpos 
funcionales en un porcentaje suficientemente alto de individuos vacunados (eficacia 
de un 51%), y la respuesta de anticuerpos no persistía demasiado tiempo. 
A partir de una vacuna cubana basada en una cepa epidémica en Cuba, 
B:4:Pl. 15, se han realizado ensayos clínicos en Cuba, entre 1987-l 989, y en Sao 
Paulo, Brasil, entre 1989-I 990 (53,240). Los componentes de la vacuna son OMPs 
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purificadas enriquecidas con un complejo de proteínas de alto peso molecular (65- 
95 Kd) de naturaleza no muy bien caracterizada (306). El complejo esta conjugado 
no covalentemente con polisacárido capsular grupo C, absorbido sobre hidróxido 
de aluminio y contiene aproximadamente un 1% de LOS. En el ensayo realizado en 
Cuba la eficacia global notificada era de un 80%, mientras que en Sao Paulo, 
donde se efectuó un estudio de eficacia por grupos de edad, la eficacia alcanzaba 
un 74% en niños mayores de 4 años mientras que esta eficacia caía en los grupos 
de menor edad. 
En Noruega se han llevado a cabo ensayos con una vacuna basada en OMPs 
de la cepa B:l5:P: 1 .7,16 preparada mediante extracción con desoxicolato 
(31,222). El preparado contenía OMPs clase 1, 3 y 5 absorbidas sobre hidróxido 
de aluminio, además de otros componentes protéicos minoritarios. Asimismo, 
contenía un 8% de LOS y un 12% de desoxicolato pero no contenía cantidades 
substanciales de polisacárido meninogocócico. Una gran proporción de los 
anticuerpos bactericidas estimulados por esta vacuna parecen ir dirigidos contra 5C 
(223). mientras que eran cepas meningocócicas de clase 3 y no-tipables hacia las 
que se dirigía la actividad opsónica (105). La eficacia de la vacuna en un ensayo 
llevado a cabo entre niños de 12 a 16 años es de un 57%, y el estudio concluía 
que la vacuna no era suficientemente eficaz para ser considerada de uso general 
(31). 
Una limitación para las vesículas de membrana externa como vacuna contra 
NmgB es que la protección inducida es serotipo o subtipo específica (276). Aunque 
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se han establecido asociaciones entre algunos serotipos y subtipos determinados 
con brotes epidemicos en regiones concretas, en períodos de baja incidencia las 
cepas causantes de enfermedad son muy heterogéneas y con un importante 
porcentaje de cepas no serotipables (20,130,266). Por otra parte, las cepas 
prevalentes en una región geográfica no coinciden necesariamente con los de otra: 
las combinaciones de antígeno de serotipo y subtipo 15:Pl. 16, 4:Pl. 15 y 2a:P1.2, 
asociadas con epidemias en el norte de Europa no se encontraron en aislados de 
un reciente estudio realizado en Grecia (266). Incluso dentro de una misma región 
se producen cambios en los serotipos prevalentes (229). Para conseguir una 
protección amplia para una determinada región geográfica la vacuna debería 
contener de 5 a 10 diferentes OMPs (2761. El problema no puede resolverse 
simplemente combinando diversas preparaciones de vesículas de membrana 
externa, puesto que originaría altos niveles de LOS por dosis de vacuna con el 
riesgo de efectos secundarios inaceptables. 
Recientemente la tecnología de ácido desoxiribonucléico recombinante ha 
permitido clonar y secuenciar la estructura de genes estructurales de ciertas 
proteínas de membrana externa (3061, Mediante esta tecnología se han empezado 
a realizar estudios para la construcción de cepas para vacunas multivalentes 
mediante la inserción de genes adicionales que codifican para OMP clase 1 (269). 
Hasta el momento se han producido cepas que producen dos proteínas clase 1 
distintas, y actualmente se trabaja en la posibilidad de aumentar el numero de 
insertos. Vesículas de membrana externa procedentes de este tipo de cepas, con 
diferentes combinaciones de tres subtipos de clase 1, podrían combinarse para 
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constituir una potencial vacuna multivalente contra los subtipos más prevalentes. 
1.3.2.0tros antíqenos no-camulares: las oroteasas de IsA 
Las proteasas de IgA (IgA-Prat) son otro antígeno no capsular, y no 
superficial, que ha sido propuesto para el desarrollo como posible candidato para 
el desarrollo de una vacuna que potencialmente podría ofrecer protección no sólo 
contra NmgB, sino contra otros serogrupos de la especie, e incluso otras especies 
productoras de estas proteasas (87,162). IgA-Prot han sido identificadas como 
enzimas ext.racelulares de bacterias que causan infecciones: Neisseriagonorrhoeae, 
Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae. Streptococcus pneumoniae, 
Streptococcus sanguis y Streptococcus mitior poseen actividad de IgA-Prot 
(133,138). Todos los organismos que las producen, aunque diversos y no 
relacionados taxonómicamente, están implicados o en enfermedades que tienen 
lugar inicialmente en membranas mucosas donde la IgA esta presente, o en la 
iniciación de la placa dental. No pueden identificarse IgA-Prot en especies de los 
géneros anteriores consideradas generalmente como no patógenas para el hombre. 
Las IgA-Prot comparten características comunes: son enzimas proteolíticas 
microbianas extracelulares dependientes de metales que tienen actividad óptima a 
pH neutro y actividad autoproteolítica. Su único substrato conocido es IgAl 
humana, el isotipo de IgA presente de forma mayoritaria en suero y en secreciones 
del tracto respiratorio superior (37,133). y la IgA de gorila y chimpancé 
(50.220.238). lgA2, isotipo mayoritario en secreciones de colon y recto, es 
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resistente a la acción de estas proteasas 
Las IgA-Prot rompen un único enlace peptídico en un octapéptido duplicado 
que se encuentra en la región bisagra de la cadena pesada de IgAl : Thr-Pro-Pro- 
Thr-Pro-Ser-Pro-Ser (187). liberando fragmentos intactos de Fabo monoméricos, 
que retienen completamente la capacidad de unión al antígeno, y de Fc (o Fc- 
componente secretorio) (133). Nmg produce dos tipos de enzimas mutuamente 
excluyentes en una misma cepa: la tipo 1 que parte la cadena Q entre la Pro 237 
y la Ser 238, y la tipo 2 que rompe el enlace peptídico entre la Pro 235 y la Thr 
236. Aunque la mayoría de las cepas del serogrupo A producen proteasas tipo 1 
y las de serogrupo X e Y producen proteasas tipo 2, entre la mayoría de los otros 
serogrupos, en cualquier serogrupo dado, unas cepas producen tipo 1 v otras 
producen tipo 2. La mayor parte de los clones de meningococos asociados con 
epidemias producen una proteasa de tipo 1 (162). 
Los papeles específicos para IgAl y las IgA-Prot en la patogénesis de 
infecciones mucosales no están demasiado claros. Las inmunoglobulinas A 
secretorias actúan como la primera línea de defensa mucosa1 del hospedador 
interfiriendo con la adhesión v colonización microbiana (106). IgA tiene actividad 
antibactericida dependiente de anticuerpos mediada por monocitos, en ausencia de 
complemento añadido (163.2011. Mediante este mecanismo dependiente de Feo 
se promovería la capacidad de monocitos locales y macrófagos para limitar la 
multiplicación bacteriana en tejidos mucosales, disminuyendo la oportunidad de 
invasión sistémica por bacterias patogénicas. Por otra parte se le ha atribuido una 
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función excretora a IgA (173,174). El transporte activo de inmunocomplejos de IgA 
por células epiteliales mucosales mediante transcitosis desde la superficie basal a 
la apical mediada por el receptor de inmunoglobulinas poliméricas, cuyo dominio 
externo es el componente secretorio (144,186), parece ser un importante y 
eficiente mecanismo de exclusión de antígeno de la circulación sistémica (127) y 
podría operar también mediante la exclusión de esta de diferentes patógenos. 
bacterias capsuladas incluidas (Fig.4). La ruptura de IgA en la región bisagra puede 
interferir con las funciones asociadas tanto con Fc como con la del receptor de 
inmunoglobulinas poliméricas. Los fragmentos Faba y Fea resultantes de la ruptura 
proteolítica de IgAl secretoria por las proteasas serían incapaces de inducir 
aglutinación bacteriana e inhibir la adherencia bacteriana (37). Además los 
fragmentos Faba, mediante su unión a epítopos superficiales bacterianos, podrían 
proteger a la bacteria bloqueando el acceso de moléculas de anticuerpo intactas. 
Se sabe poco sobre la inmunogenicidad y antigenicidad de las IgA-Prot. 
Existen algunos datos que sugieren que pacientes con infecciones causadas por 
Neisserias producen anticuerpos contra IgA-Prot y un estudio realizado en Gambia 
durante una epidemia meningocócica (401, mostró claramente que las IgA-Prot 
producen una respuesta de anticuerpos durante la enfermedad clínica o después 
del transporte nasofaríngeo. En estudios llevados a cabo en conejos se han 
obtenido anticuerpos policlonales capaces de reconocer proteasas de diversas 
cepas de N.gonorrhoeaey Nmg(33) y de inhibir la actividad enzimática de todas las 
proteasas meningocócicas independientemente de su tipo (162). un hallazgo de 
potencial significación para la posible aplicación de IgA-Prot en una vacuna contra 
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la enfermedad meningocócica. 
Figura 4. Modelo hipoteko de la excreción de Nmg I>O’ IgA especiticn. A. Transporte de IgA 
climbrica desde la lámina propia al lumen mediado por el receptor de inmunoglobulinas 
polimdricas. B. Adhesión al epitelio mucosa1 e inhibición de esta por IgA específica. C. Excreción 
de Nmg mediada por IgA. Basado parcialmente en (174). 
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1.3.3 La cápsula de NmaB 
1.3.3.1 Presencia de oolisiálico ~2-8 en células bacterianas v animales 
Una de las superficies externas más comunes asociadas con procariotas son 
las cápsulas, superficies altamente hidratadas que pueden proteger a la célula 
contra la desecación y formar una barrera externa contra fagos, toxinas y agentes 
antibacterianos (94). Las características físico-químicas de la cápsula parecen 
constituir una ventaja significativa para la célula capsulada en su entorno natural 
(27). La cápsula de la mayor parte de las bacterias gram negativas esta compuesta 
de polisacáridos hidrofílicos que portan cargas negativas (28). El ácido N-acetil- 
neuramínico (NeuNAc), formando parte de diferentes polímeros, es una estructura 
presente en la cápsula de diferentes bacterias (57): aparte del serogrupo B esta 
presente en los grupos C, Y y W135 de Nmg, en E.co/i K9 y K92, y en los tipos 
1, ll y III de estreptococo grupo B. La cápsula de NmgB esta formada por un 
hornopolímero de unos 200 residuos de ácido N-acetil-neuramínico unido por 
enlaces u 2-8 (polyNeuNAca2-81 (107,157,206). Esta estructura es química e 
inmunologicamente indistinguible a la encontrada en el polisacárido capsular de 
Escherichia coli Kl (EcKl) (128). el principal causante de meningitis en recién 
nacidos (34,136,218,232), y esta presente también en Pasteurella haemolytica 
serotipo A2, un importante patógeno veterinario (3). y en Moraxella 
nonliquefaciens, un comensal nasal usualmente no patogénico recobrado del 17% 
de especímenes nasales humanos (36,571. Vacunas basadas en polyNeuNAca2-8 
tendrían la ventaja única de basarse en un epítopo presente en todas las cepas de 
NmgB y EcKl (116). 
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Esta estructura se encuentra también presente en la superficie de células 
animales, donde se ha propuesto como un marcador de plasticidad (226). La 
molécula de adhesión celular neural (NCAM) es una glicoproteína integral de 
membrana que puede promover adhesión célula-célula mediante un mecanismo de 
unión hemofílico (228). La molécula se presenta en varias formas moleculares que 
difieren en su contenido de carbohidrato: existe una forma altamente sialidada que 
existe prevalentemente en cerebro embrionario y recién nacido, que es 
gradualmente reemplazada por una forma menos sialidada a medida que progresa 
el proceso de desarrollo. Anticuerpos dirigidos contra la cápsula del meningococo 
grupo l3 reconocen también la forma altamente sialidada de NCAM (73,791. Uno 
de los modelos propuestos para explicar las propiedades de regulación de la 
adhesión del polyNeuNAca2-8 es mediante simples mecanismos físicos estéricos 
y de repulsión de carga que regularían el espacio intercelular. El polyNeuNAca2-8 
aumentaría el espacio entre membranas de diferentes células, disminuyendo la tasa 
de unión entre receptores de estas (1,228,299). Cambios en la longitud del 
polyNeuNAca2-8 en el NCAM han mostrado modular las propiedades de adhesión 
de esta molécula durante el desarrollo embrionario (225). Otro de los modelos para 
explicar las propiedades de adhesión del polyNeuNAca2-8 es el reconocimiento por 
ligandos y la participación en transmisión de señales intracelulares (226,230). A 
este respecto es interesante señalar la existencia de una hipótesis que sugiere la 
presencia de sitios de unión específicos en el cerebro para polímeros de siálico, lo 
que explicaría las infecciones dirigidas hacia este órgano por bacterias que portan 
cápsulas con esta estructura (136). 
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NCAM polisialidado se presenta también en el riñón en desarrollo y en 
tumores de Wilm, un tipo embrionario de tumor de riñón (146,225). 
Investigaciones de un amplio rango de tumores han indicado que muchos tumores 
neuroendocrinos expresan NCAM polisialidado. Estos incluyen feocromocitoma, 
carcinoma de células pequeñas de pulmón, neuroblastoma, rabdomiosarcoma, 
tumores de pituitaria, teratomas y carcinomas medulares del tiroides (193,225). 
Un papel generalizado del polyNeuNAca2-8 del NCAM en potencial de invasividad 
y metastático de tumores es difícil de asumir puesto que existen muchos tumores 
humanos altamente invasivos que no exhiben un marcaje superficial con 
polyNeuNAco2-8 y, por otra parte, este marcaje se presenta en ciertos tejidos 
normales en adultos: el polyNeuNAca2-8 parece encontrarse ampliamente 
distribuido en cerebro de rata adulto, tanto asociado a NCAM como a la subunidad 
alfa de los canales de sodio dependientes del voltaje (309). En situaciones 
especificas, la presencia de polyNeuNAca2-8 junto con una variedad de otros 
factores podría contribuir al potencial de crecimiento invasivo y metastático de 
tumores (2251. 
El punto de vista de que el uso de una vacuna basada en el polyNeuNAcc&8 
podría iniciar procesos autoinmunes debido a la presencia de esta estructura en 
NCAM (74). no se ve respaldado por los hechos. A pesar de que se piensa que 
diversas complicaciones presentes durante la fase de recuperación de una 
meningitis, incluyendo artritis, pericardítis y síndrome de conus medullaris, son el 
resultado de la respuesta inmune del hospedador al meningococo (249). el 
responsable de este tipo de respuesta parece ser una proteína de stress 
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meningocócica que puede inducir anticuerpos con reactividad cruzada a 
determinantes del hospedador (17,202). Vacunas que contenían tanto proteínas 
de serotipo como polyNeuNAca2-8 han sido ensayadas tanto en modelos animales 
(159). como en niños y adultos (303), sin ningún efecto perjudicial (303), y 
animales hiperinmunizados con NmgB no manifiestan ningún síntoma anómalo a 
pesar de que se llegan a obtener altos niveles de anticuerpos (9,34). La ausencia 
de enfermedades autoinmunes detectables en un paciente con una gammopatia 
monoclonal que poseía niveles extremadamente altos de un anticuerpo específico 
para polyNeuNAca2-8 y que reaccionaba tambien con DNA desnaturalizado 
(86,124,126), es otro argumento a favor de los esfuerzos destinados al desarrollo 
de una vacuna anticapsular para NmgB. 
1.3.3.2.Mecanismos moleculares de la exwesión de la cár>sula 
Las cápsulas de NmgB, EcKl y H.influenzae tipo b, los serotipos 
predominantes asociados con sépsis y meningitis en recién nacidos y niños 
pequeños, comparten propiedades genéticas y bioquímicas comunes por lo que han 
sido clasificados dentro de un mismo grupo de polisacáridos capsulares 
denominado grupo ll (35.81). Los genes requeridos para la biosintesis y expresión 
de la cápsula de NmgB están localizados en un fragmento cromosómico de 24 Kb 
denominado complejo génico de la cápsula meningocócica (cps) (85). Dentro de 
cps pueden definirse 5 regiones diferentes: A, B, C, D y E. Los genes que codifican 
todas las enzimas necesarias para la síntesis del polímero se encuentran localizados 
en la región A (80,270). Esta región expresa 4 proteínas diferentes de pesos 
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moleculares 38.000, 18.200, 38.300 y 54.400. La proteína de 38,3 Kd es una 
enzima condensante que sintetiza el monómero del polisacárido por condensación 
de N-acetil-manosamina (ManNAc) y fosfoenol piruvato (PEP), mientras que la 
proteína de 18.2 Kd exhibe actividad sintetasa, transfiriendo mol6culas de NeuNAc 
al estado activado, CMP-NeuNAc (Fig.5). Ambos enzimas actúan en el citoplasma. 
En contraste, la actividad de polisialiltransferasa asignada a la proteína de 54,4 kda 
que polimeriza el CMP-NeuNAc para formar polyNeuNAcoZ-8, esta asociada a la 
membrana interna bacteriana. Además, se ha descrito al undecaprenol IUP) como 
una molécula aceptora necesaria para el proceso de polimerización (171). No se le 
ha asignado actividad enzimática alguna a la proteína de 38 kd. 
Las regiones B y C del cps están implicadas en procesos de transporte 
(80,Bl). Las cápsulas de las bacterias gram negativas parecen estar unidas a una 
fracción lipídica que probablemente actúa como anclaje hidrofóbico en la membrana 
externa bacteriana (244). En NmgB es un fosfolípido (PL) unido covalentemente al 
extremo no reductor el responsable de mantener unido al polisacárido a la 
membrana externa de la bacteria (92). Este fosfolípido presumiblemente actúa 
también anclando el polisacárido a la membrana interna (80). proceso fundamental 
para la translocación, y su incorporación al polisacárido parece estar mediada por 
la región B. Esta región codifica dos proteínas con masas moleculares de 45,l y 
48.7 kda denominadas LipA y LipB respectivamente en base a su supuesta función 
de incorporación del fosfolípido (84). 
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externa 
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Membrana 
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UP-(NeuNAc)n PL-(NiuNAc)” 
Figura 5. Modelo dc la expresión del polisacárido capsular de NmgB. Abreviaturas incluidas en 
$1 texto. Adaptado da (SO). 
La región C controla el proceso de transporte propiamente dicho (81). Esta 
región codifica 4 proteínas con masas moleculares de 41, 42, 30 y 25 Kda 
denominadas CtrA, CtrB, CtrC y CtrD respectivamente. CtrA se encuentra 
localizada en la membrana externa y tiene una estructura comparable al de otras 
proteínas con función de porina (831, por lo que se ha propuesto que CtrA pueda 
formar un poro en la membrana externa por el que podría pasar el polisacárido 
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cápsular maduro (80). CtrB y CtrC son proteínas de membrana interna (80,811 y 
parece poco probable que formen un poro en la membrana interna por el cual 
podría pasar el polisacárido al periplasma, sino que funcionarían mediante un 
mecanismo de transporte activo tipo “flipasa” (84,109). 
A las regiones D y E de cps se les ha asignado funciones regulatorias en la 
expresión de la cápsula (80). También existen evidencias preliminares de que estas 
regiones participan en la biosíntesis y ensamblaje de los LOS. 
1.3.3.3.Estructura de la cámula 
En contraste con la composición química y actividades biológicas de las 
cápsulas, se sabe poco sobre la formación y organización estructural de las 
macromoléculas ensambladas que constituyen el dominio capsular en la bacteria 
viva. Esta falta de conocimiento se debe en gran medida a las características 
biofísicas de las cápsulas que han generado una serie de obstáculos técnicos para 
su estudio,, Las cápsulas contienen más de un 95% de agua (27). Esta naturaleza 
hidratada de la cápsula la hace difícil de observar mediante microscopia 
electrónica. Los polímeros de la cápsula colápsan fácilmente cuando son 
deshidratados durante el procesamiento de la muestra. 
Con objeto de prevenir el colapso estructural de la cápsula durante la fijación 
y deshidratación, se han desarrolladodiversos procedimientos para la estabilización 
de la misma. Los más utilizados son la estabilización mediante cargas catiónicas, 
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el,empleo de anticuerpos anticapsulares, y la criofijación seguida por sustitución 
por congelación (27). 
La criofijación congela instantáneamente los polímeros de las cápsulas en su 
estado completamente hidratado, y en el proceso de sustitución el agua es 
sustituida lentamente con un solvente orgánico (94). Mediante esta técnica se ha 
podido observar la cápsula de EcKl (10). La micrografía electrónica revela dos 
capas: una interna y una externa. En la capa interna un material fibroso forma un 
‘estrato denso que probablemente consta de una serie de haces gruesos dispuestos 
perpendicularmente a la superficie de la membrana externa. En contraste, la parte 
externa de la cápsula consta de fibras finas que se disponen en forma de una 
trama. El grosor completo de la cápsula es de unos 10 nm, valor notoriamente 
inferior en comparación con el de otras cápsulas: la cápsula de Klebsieh 
pneumoniae que tiene una disposición en capas similar tiene un grosor de unos 160 
nm (10). En contraste con estos datos, y estabilizando la cápsula mediante 
anticuerpos, se han obtenido unos valores de espesor para la cápsula de EcKl muy 
superiores: más de 300 nm (140). Aunque el aumento en tamaño de la cápsula por 
tratamiento con anticuerpos específicos, “swelling”, es un fenómeno conocido 
desde antiguo (27,179), una diferencia de más de 30 veces es difícilmente 
explicable en función únicamente de éste fenómeno. En la actualidad no se 
disponen de datos de microscopía electrónica de la cápsula de NmgB y la posible 
extrapolación de datos de los obtenidos con EcKl debe ser realizada con sumo 
cuidado. 
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1.3.3.4.Función barrera de la cárxula 
A pesar de que existen evidencias en otras bacterias de que la cápsula podría 
no funcionar como una barrera a las reacciones inmunes con la superficie celular 
(179). no esta claro que esto pueda ser de aplicación general para todas las 
bacterias capsuladas. Para ciertos organismos, el polisacárido capsular parece 
funcionar como una barrera física: la presencia de una cápsula puede impedir el 
acceso de leucocitos fagocíticos a fragmentos opsónicos unidos a estructuras 
subcápsulares (169). De hecho existen numerosos indicios que sugieren que las 
cápsulas de EcKl y NmgB ejercen dicha función. 
La cápsula de EcK 1 parece bloquear tanto la aglutinación por anticuerpo anti- 
0 (250.2791, como la unión directa a la región núcleo interna del LPS (89,239). En 
NmgB la cápsula bloquea la aglutinación mediada por la aglutinina de germen de 
trigo (WGA), que es específica para los residuos de N-acetil-glucosamina presentes 
en los LOS (75). En aislados de líquido cefaloraquídeo, se observa un pobre marcaje 
del epítopo de la proteína de membrana externa P3.15 cuando se examina por 
microscopia electrónica, lo que sugiere un impedimento estérico por otras 
moléculas superficiales (286), siendo la cápsula el candidato obvio para este papel. 
Sin embargo, la mejor evidencia de función barrera de la cápsula proviene de 
la capacidad inherente de esta para bloquear la vía alternativa de complemento. 
Existe una gran cantidad de estudios que ponen de manifiesto la importancia de la 
cápsula en NmgB. así como en EcKl, como factor de virulencia (4,136,172). En 
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ausencia de anticuerpos, la capacidad de activación de la vía alternativa de 
complemento por NmgB es una función de su contenido en ácido siálico asociado 
a la célula. La cápsula de ácido siálico impide la actividad bactericida de la vía 
alternativa (115). Anticuerpo inmune tanto de la clase IgM, dirigido contra la 
cápsula, como IgG dirigido contra antígenos no capsulares, pueden aumentar la 
función de la vía alternativa, aunque mediante diferentes mecanismos. Mientras 
que la unión de IgG a antígenos no capsulares aumenta la deposición tanto de C3 
como del factor B sobre la superficie bacteriana, IgM promueve Iísis 
independientemente de la cantidad de C3 y factor B depositados, y por tanto en 
una forma más efectiva que IgG (115). Una hipótesis barajada para explicar este 
comportamiento se basa en un modelo de accesibilidad: IgM podría alterar la carga 
y conformación terciaria de la cápsula, exponiendo sitios líticos previamente 
protegidos o redirigiendo la deposición de complemento de sitios no líticos a sitios 
líticos. 
1.3.3.5.Estrateaias para aumentar la reswesta a oolvNeuNAca2-8 
Generalmente la respuesta inmune a polisacáridos purificados es timo- 
independiente, con producción de anticuerpos IgM y no se observa un aumento de 
la respuesta por repetidas inmunizaciones (62,156). En contraste con la mayoría 
de las bacterias capsuladas, tanto las cápsulas de EcKl y NmgB son pobres 
inmunógenos tanto en forma de organismos inactivados con formalina como en 
forma de polisacáridos purificados (61,197), aunque es posible obtener un 
antisuero capsular de alto título en caballo mediante inyecciones intravenosas 
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repetidas de NmgB formalinizados (9). 
La inducción de una respuesta inmune a polisacáridos puede ser aumentada 
inyectando el polisacárido (o oligosacáridos de este) acopiado, covalente o no 
covalentemente, a soportes protéicos (62,156,175). Esto generalmente resulta en 
un cambio del antígeno de timo-independiente a timo-dependiente, una respuesta 
más fuerte que la del polisacárido solo y la inducción de anticuerpos IgG y células 
memoria, como ha sido demostrado para los polisacárido capsulares de los 
meningococos A y C (52). el de Haemophilus influenzae tipo b (12), el de 
neumococos (205,277). o el del estreptococo grupo B (148,203). 
El toxóide tetánico ha sido uno de los soportes protéicos utilizados para la 
preparación de conjugados protéicos de polyNeuNAca2-8, tanto con el polisacárido 
completo (119). como con oligosacáridos obtenidos de este (210). A pesar de que 
mediante este abordaje era posible convertir los conjugados de los polisacáridos de 
Nmg A y C en inmunógenos T-dependientes y obtener altos títulos de anticuerpos 
específicos de estos polisacáridos, la inmunogenicidad del polyNeuNAca2-8 no era 
aumentada por este procedimiento. 
Las proteínas de membrana externa formando un complejo no covalente con 
el polyNeuNAca2-8, probablemente a través de la cola lipídica del polisacárido 
(184). han demostrado ser el soporte protéico idóneo para aumentar la respuesta 
anticapsular en conjunción con polyNeuNAca2-8 sin modificar, a pesar de que los 
diferentes métodos de acoplamiento han resultado en una respuesta variable al 
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polisacárido (77,159,305). Aunque es posible obtener buenos títulos de 
anticuerpos específicos de polyNeuNAca2-8 en ratones inmunizados con el 
complejo, estos se restringen al isotipo IgM (59,158,184). El complejo ha 
demostrado proporcionar protección en ratones frente a Nmg B (1841, frente a 
EcKl en conejos recién nacidos de madres vacunadas con el complejo (1551, e 
inducía en humanos una respuesta de anticuerpos anti-polyNeuNAco2-8 
biológicamente activos en un modelo de protección pasiva en ratón (158). 
Otro estrategia para mejorar la inmunogenicidad de polyNeuNAca2-8 ha sido 
la modificación química de este, mediante el reemplazamiento de los grupos N- 
acetilo de los residuos de NeuNAc con grupos N-propionilo, manipulación que no 
altera en modo alguno la antigenicidad a anticuerpos específicos (IZO). Aunque el 
polisacárido modificado sigue siendo muy poco inmunogénico, su conjugación con 
toxóide tetánico produce niveles mucho mas altos de anticuerpos anticapsulares 
en ratones que el conjugado homólogo con el polisacárido sin modificar (116). La 
respuesta de inducida por este conjugado incluía anticuerpos del isotipo IgG: una 
población de anticuerpos del isotipo IgGl que unía polyNeuNAca2-8 purificado y 
no eran bactericidas, y una segunda población de anticuerpos de isotipo IgG2a e 
IgG2b que se unían sólo a polyNeuNAca2-8 asociado a la célula o acoplado vía un 
brazo espaciador largo a una columna inmunoabsorbente y que eran bactericidas 
y eficaces en ensayos de protección pasiva en ratón (22,117,118). Recientemente 
ha sido licenciada una vacuna basada en esta tecnología con la que se espera 
realizar en breve ensayos en humanos [W.D. Zollinger, comunicación personal]. 
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Por último, otro abordaje empleado en la inducción de anticuerpos 
anticapsulares contra Nmg 8, se ha basado en el empleo de polisacáridos con 
estructuras similares. La existencia de reactividad cruzada entre Nmg y N.lactamica 
llevaron a postular la existencia de cápsulas antigénicamente similares en ambos 
organismos (170). aunque estudios posteriores invalidaron dicha hipótesis 
demostrando que la reactividad cruzada radicaba en epitopos presentes en los LOS 
(134). Los trabajos más prometedores en esta línea han sido realizados con E.coli 
K92. La cápsula de este organismo es un homopolímero de NeuNAc unido de forma 
alternativa por enlaces ~2-8 y a2-9 (1611, y esta estructura ha sido previamente 
empleada para inducir anticuerpos contra la cápsula de Nmg C (90). La utilización 
de conjugados del polisacárido de E.coli K92 con toxóide tetánico ha demostrado 
inducir anticuerpos tanto anti-polyNeuNAca2-8 como anti-polyNeuNAcaZ-9, 
incluyendo anticuerpos del isotipo IgG (233). Esto supone la ventaja añadida de 
poder potencialmente constituir una vacuna que pudiera proteger contra 
infecciones causadas por Nmg B, Nmg C y EcKl. 
1.3.3.6.Estudio de la reswesta a DolvNeuNAco2-8: cuestiones metodolóaicas 
En 1987, y a requerimiento de la Organización mundial de la salud (OMS), 
se publicaron unos estudios sobre una agenda global para el desarrollo de vacunas 
contra bacterias encapsuladas (98), a partir de los cuales se estableció un 
programa estratégico, aún vigente en la actualidad, para el desarrollo de diferentes 
vacunas, incluida una para NmgB. Una de las cuestiones abiertas que deberían 
resolverse según este estudio hacia referencia a las de tipo metodológico. 
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LOS métodos empleados para cuantificar anticuerpos anti-polisacárido de 
diferentes isotípos continúan siendo insatisfactorios y carentes de 
reproductibilidad, a pesar de los numerosos ensayos propuestos y utilizados en 
diversos laboratorios. El inmunoensayo empleado más frecuentemente para la 
medida de anticuerpos emplea la absorción pasiva de anticuerpos sobre un soporte, 
y principalmente sobre placas de microtitulación, mediante el denominado ensayo 
de inmunoabsorción unido a enzima (ELISA). El ELISA es simple, rápido y versátil, 
y se ha utilizado de forma generalizada para el diagnóstico serológico en 
microbiología, parasitología e inmunología. No implica el uso de radiaciones 
peligrosas ni equipos costosos, y los reactivos necesarios tienen una vida media 
larga. Sin embargo, ha surgido cierta controversia respecto a si el ELISA mide 
realmente la concentración de anticuerpos o la afinidad de los mismos. Puesto que 
un ensayo en fase sólida discontinuo comprende dos ciclos de tres lavados y un 
paso durante el cual se añade un segundo anticuerpo, existe un riesgo de 
disociación del anticuerpo primario, y no sería sorprendente que anticuerpos de baja 
afinidad pudieran no detectarse. La posibilidad de que los datos del ELISA se 
correlacionen mejor con la afinidad del anticuerpo que con su concentración 
representa un impedimento para este tipo de ensayo (207). 
La medida de anticuerpos a carbohidratos de la superficie celular por ELISA 
se ve dificultado por el fallo de polisacáridos libres de lípido o proteína en adherirse 
de forma eficiente y reproducible a una fase sólida (26). Polisacáridos cargados 
negativamente no se unen bien al poliestireno empleado habitualmente en ELISAs. 
En un intento de resolver este problema se han desarrollado varios métodos para 
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unir polisacárido a placas de microtitulación. El empleo de anticuerpos de captura 
(3071, viene limitado en este caso por la gran dificultad en producir reactivos 
inmunológicos con especificidad para el PS-B. La unión covalente a poli-L-lina 
(180) o tiramina (141, además de ser complejo v tedioso, introduce el riesgo de 
alterar la reactividad inmunológica del PS-B. El prerecubrimiento con poli-L-lisina 
(152) genera una proporción señaliruido baja, reaccionando inespecificamente con 
algunos sueros (141). Recientemente, un nuevo procedimiento de ELISA que 
emplea albúmina de suero humano metilada ha sido empleado con éxito con los 
polisacáridos capsulares de NmgA y NmgC (16,41), pero su utilización potencial 
con PS-B no ha sido establecido. 
El atributo más deseable de posibles candidatos para una vacuna para el 
serogrupo B es la capacidad de inducir anticuerpos que promuevan la acción 
bactericida dependiente de complemento. Los anticuerpos que parecen 
correlacionarse mejor con la inmunidad protectora pueden medirse mediante 
ensayos de funciones dependientes de complemento como la Iísis inmune y la 
opsonofagocitosis, pero la fuente de complemento y la cepa bacteriana empleada 
en el ensayo son factores críticos (98). Hasta la fecha, la identificación de el 
antígeno o antígenos implicados en la inducción de anticuerpos 
funcionalesibactericidas se ha estudiado midiendo la correlación existente entre 
títulos de ELISA, que medirían concentración de anticuerpo, y los datos obtenidos 
de ensayos bactericidas, que indicarían la funcionalidad de la respuesta inducida. 
Este abordaje no permite establecer inequívocamente una correlación directa entre 
la especificidad y la funcionalidad (activación de complemento) de los anticuerpos 
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estudiados. 
1.4.Antecedente.s. obietivos v olan de trabaio 
Desde que E.Gotschlich publicó a finales de los de la década de los sesenta 
los primeros trabajos sobre el desarrollo de vacunas basadas en polisacáridos 
capsulares meningocócicos hasta nuestros días, las investigaciones de posibles 
vacunas basadas en el polisacárido capsular de NmgB han sufrido constantes 
altibajos. La explicación a este comportamiento algo errático habría que buscarla 
en las dificultades asociadas a este tipo de estudios: los polisacáridos en general 
no se comportan como buenos inmunógenos, pero el PS-B en particular es un 
antígeno especialmente “difícil” a la hora de intentar inducir una respuesta 
específica. A esto habría que añadir la falta de una metodología estandarizada para 
su estudio: la producción y caracterización del antígeno purificado es un proceso 
sumamente complejo, largo v laborioso; la obtención de anticuerpos, tanto 
monoclonales como policlonales, es sumamente complicada, y la valoración de la 
respuesta a este antígeno carecía por completo de una metodología sensible y 
específica. 
Los trabajos iniciales de nuestro laboratorio se enfocaron en principio al 
estudio de la respuesta inmune frente al PS-B mediante la preparación de diferentes 
conjugados, y la posibilidad de modificar la restricción isotípica de esta respuesta, 
centrada principalmente en el isotipo IgM. Estos trabajos pronto pusieron de 
manifiesto la falta de herramientas metodológicas adecuadas al propósito del 
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estudio, adoleciendo los métodos preexistentes en aquel momento de las 
propiedades necesarias para un estudio de estas características. Esta carencia nos 
hizo replantear los objetivos iniciales, enfocándolos en aspectos más básicos del 
problema. 
Por todo ello los OBJETIVOS del presente trabajo se centraron en los 
siguientes apartados: 
1. Desarrollo y optimización de un sistema de ELISA anti-PS-B sensible, 
específico y flexible, que permita medir el isotipo de la respuesta. 
II. Desarrollo de una metodología capaz de correlacionar directamente la 
respuesta inmune al PS-B con la funcionalidad de esta, mediante la capacidad de 
activación del complemento de los anticuerpos originados. 
III. Aplicación de la metodología desarrollada al análisis de cuestiones básicas 
relacionadas con la respuesta inmune al PS-B, centrándose fundamentalmente en 
dos aspectos puntos: la naturaleza del epítopo capaz de inducir una respuesta anti- 
PS-B y las propiedades de los anticuerpos anti-PS-B. 
Para llevar a cabo estos objetivos se desarrolló el siguiente PLAN DE 
TRABAJO: 
1. Purificación y caracterización de polisacárido capsular de NmgB. 
2. Producción de sueros animales PS-B específicos utilizando diferentes 
inmunógenos. 
3. Investigación y desarrollo de diferentes fases sólidas para el desarrollo de 
inmunoensayos con PS-B. 
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4. Utilización de eritrocitos para el desarrollo de diferentes ensayos de 
valoración de la respuesta anti-PS-B. 
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2,MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 .Producción de PS-6 a oeaueña escala 
Las cepas referencia H355 (serogrupo B15) y B16B6 (serogrupo B2a) 
(amablemente proporcionadas por F.Roman. Servicio de Bacteriología, 
C.N.M.V.I.S., Instituto de Salud Carlos III), se utilizaron para la obtención del 
polisacárido purificado. El cultivo de bacterias, partiendo de inóculos crecidos en 
placas de agar sangre a 37°C en un incubador con CO,, se realizo en medio de 
Frantz modificado, hasta un total de 5 litros, tamponado según el protocolo del 
Walter Reed Army Institute of Research (165,262) que previene la hidrólisis ácida 
del polisacárido manteniendo el pH a 7,4 durante la incubación. El cultivo se creció 
a 37T en condiciones de aireación aumentada: frascos de cultivo llenos a un 25% 
de su capacidad y agitación de 140 r.p.m., utilizándose 3 tiempos de incubación: 
16, 24 y 48 horas. Después de la eliminación de las células bacterianas por 
centrifugación, se añadió al sobrenadante Cetavlon al 10% (93) hasta una 
concentración previamente optimizada del 0,025%, y el polisacárido capsular 
precipitado fue recogido por centrifugación. El precipitado fue resuspendido en 
agua, y el Cetavlon eliminado por precipitación con cloruro cálcico, los ácidos 
nucléicos con etanol al 25%. las proteínas por extracción con fenol frío y los 
lipooligosacáridos por ultracentrifugación (296) (Fig.6). 
La cantidad de producto final se determino como cantidad de ácido siálico 
medido por el método del resorcinol-clorhídrico (253) usando ácido N-acetil- 
neuramínico como standard, y la estimación del contenido en diferentes 
contaminantes se realizo tal y como sigue: proteínas mediante el método del ácido 
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Figuro 6. Diagrama indicativo de los pasos en la preparación del polisacárido de NmgB. 
bicinconínico (243) usando albúmina de suero bovino como referencia, ácidos 
nucléicos por espectrofotometría ultravioleta, y lipooligosacáridos mediante 
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS con el sistema de Laemmli (147) en un 
aparato Mini-Protean II (Bio-Rad) con un gel concentrador del 3% y un gel 
separador del 15% a 35 mA de corriente constante, seguida por tinción de plata 
(261,264), usando lipopolisacárido purificado de fscherichia coli 055:65 (Difco, 
Detroit ,Mi.) como referencia. 
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La reactividad inmunológica del polisacárido purificado fue estimada 
cuantitativamente mediante un ensayo de inhibición de la hemaglutinación usando 
un polisacárido referencia (ver apartados siguientes), y cualitativamente mediante 
un test de aglutinación de partículas de latex (Wellcome DiagnosticsJ(l39), 
empleándose este segundo para monitorizar la marcha del proceso de obtención del 
polisacárido. 
El producto final se liofilizo en masa usando D-manito1 como aditivo, que a 
diferencia de la lactosa no interfiere en las determinaciones de ácido siálico por el 
método del resorcinol-HCI (2561, ose alicuotó previamente en viales de 2 ml a 500 
pgiml y se liofilizo sin aiiadir ningún aditivo. En ambos casos el producto final fue 
conservado a -20°C. 
2.2.0tros antíqenos meninaocócicos 
Polisacáridos capsulares meningocócicos purificados y cuantificados de los 
serogrupos A, B y C usados como antígenos referencia, así como un complejo no 
covalente de proteínas de membrana externa y polisacarido B (MB6-328)(184), 
fueron amablemente proporcionados por el Dr. M.Robert Lifely (Wellcome Research 
Laboratories, Beckenham, Inglaterra). La vacuna divalente Meningovax A+C 
(Merck, Sharp and Dohme, Westpoint, Pa.) se empleo como fuente de antígeno 
para la biotinilación de los polisacáridos meningocócicos A y C. Suspensiones de 
bacterias formalinizadas de N.meningitidis serogrupo B15 fueron preparadas según 
se ha descrito previamente (183): a cultivos crecidos toda la noche se les añadía 
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formalina al 0,5% (p/v), y se dejaban en reposo 24 horas, transcurridas las cuales 
se centrifugaban, lavaban y resuspendían las células en PBS conteniendo 50% (v/v) 
de glicerol, se alicuotaban ajustando la concentración a 1O”‘por espectrofotometría 
a 650 nm (165) y se conservaban a -20°C. 
2.3.Anticuergos oolisacárido-esDecíficos 
MB-85 es un anticuerpo monoclonal de ratón de isotipo IgM, purificado por 
afinidad que reacciona específicamente con polisacárido meningococico purificado 
del serogrupo B (139) (proporcionado por el Dr. M.R. Lifely). H-46, es un antisuero 
de caballo producido contra el meningococo grupo B (cortesía del Dr. C.E. Frasch, 
Bureau of Biologics, Food and Drug Administration. Bethesda, Maryland, por 
mediación del Servicio de Bacteriología del C.N.M.V.I.S.). Sueros hiperimmunes de 
conejo a Neisseria meningitidis grupos A, B y C fueron obtenidos de dos diferentes 
fuentes comerciales (Diagnostics Pasteur, Marnes-la-coquette, Francia y Difco). Los 
protocolos de obtención de otros sueros producidos en nuestro laboratorio se 
describen en el apartado siguiente. 
2.4.lnmunizaciones 
Un grupo de 5 ratones Swiss fueron inmunizados con 2,5 pg de polisacarido 
capsular purificado de N.meningitidis serogrupo A en 0,5 ml de salino tamponado 
con fosfato (PBS) los días 1 y 20, y sangrados los días 5 y 30. 
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Tres grupos diferentes de 5 ratones BALB/c fueron inmunizados con 10 fig 
de PS-B, 10 pg de MB6-328, ambos en 0,4 ml de PBS conteniendo 100 flg de 
AI(O y una suspensión que contenía 10’ microorganismos formalinizados de 
N.meningitidis B en 0,4 ml de PBS. Los ratones fueron inmunizados los días 1, 20 
y 90, y sangrados los días 20, 73 y 97 (AI. Adicionalmente, otro grupo de ratones 
fue inmunizado con MB6-328 siguiendo el mismo protocolo, pero inmunizando los 
días 1, 7 y 14, y sangrando los días 14 y 24 (BI. 
Un grupo de 4 hámsteres sirios fueron inmunizados con una suspensión de 
5 x IO9 microorganismos formalinizados de N.meningitidis B en 0,8 ml de PBS los 
días 1, 10, 20, 40 y 50. y sangrados los días 10, 20, 40, 50, y 57. 
En todos los casos se tomaron controles de presangramiento, y los sueros 
procedentes de cada grupo y sangramiento se procesaron posteriormente como un 
‘pool’. La sangre se obtenía por punción intracardiaca, utilizando como anestesiante 
éter o pentobarbital sódico en el caso de ratones y hámsteres respectivamente, y 
se dejaba en reposo durante toda la noche a 4OC antes de separar el suero por 
centrifugación. 
P.S.Ensavos de hemaqlutinación e inhibición de la hemaalutinación 
Eritrocitos de carnero (SRBC) fueron obtenidos por venopunción y 
almacenados en solución de Alsever a 4”C, usándose dentro del plazo de un mes. 
La sensibilización de los SRBC con los polisacáridos se realizó según el método de 
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Artenstein (19): SRBC se lavaban 3 veces con PBS y se resuspendían al 4% (v/v) 
ajustando el porcentaje mediante determinación de la densidad bptica a 541 nm de 
una alícuota lisada con carbonato sódico anhidro (125). Las células eran 
sensibilizadas mezclándolas con un volumen igual de polisacárido purificado en 
PBS; la mezcla se incubaba a 37°C 30 minutos con agitación y después se lavaba 
3 veces con PBS. Las células sensibilizadas se diluían entonces a la dilución de 
trabajo en PBS que contenía albúmina de suero bovino (ESA) al 0,5%. Con objeto 
de optimizar el ensayo se ensayaron diferentes concentraciones de polisacarido 
para sensibilizar los SRBC, así como diferentes concentraciones de SRBC 
senslblllzados. Previamente y con fines comparativos, también se llevo a cabo una 
sensibilización con el PS-B empleando cloruro crómico (51). pero el método, 
además de ser más complicado obtuvo peores resultados que la simple incubación 
a 37T. 
En el ensayo de hemaglutinación (HA), el suero o los anticuerpos se 
distribuían en placas de microtitulación de pocillos con fondo en ‘V’. diluyéndolos 
serialmente en volúmenes de 50 ~1 y añadiendo posteriormente 50 /II de la 
suspensión de SRBC sensibilizados. Los patrones de hemaglutinación se leían 
después de dos horas a temperatura ambiente. Los difíciles de interpretar a las 2 
horas, podían ser mejorados mediante una incubación adicional toda la noche a 
4T. 
En el ensayo de inhibición de la hemaglutinación (HIA), antes de añadir los 
SRBC sensibilizados se incubaban los inhibidores, diluidos serialmente en 50 fil de 
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PBS en las placas de microtitulación, con una concentración constante de 
anticuerpo de 4 unidades HA (definiéndose una unidad HA como la dilución mas 
alta de anticuerpos que produce la máxima hemaglutinaciónl durante 1 hora a 37°C 
y a continuación toda la noche a 4°C. 
También se llevaron a cabo ensayos con dos tipos de lectinas que tienen 
especificidad para el ácido N-acetil-neuramínico: aglutinina de germen de trigo 
(WGA) y lectina de Limulus poliphemus (limulina) (Sigma) para evaluar su potencial 
en ensayos con PS-B. Los tampones empleados en ensayos de hemaglutinación 
contenían 0,5% de BSA. Con WGA se realizaron ensayos de hemaglutinación como 
anteriormente utilizando tanto eritrocitos sensibilizados con PS-B, como SRBC sin 
sensibilizar usando PBS como tampón de trabajo para esta lectina. Con la limulina 
se realizaron ensayos de hemaglutinación con eritrocitos sensibilizados o no 
sensibilizados con PS-B utilizando dos diferentes tampones: PBS y salino 
tamponado con Tris 0.05 M pH 7,2 conteniendo cloruro cálcico 0,l M (TBS-Ca 0,l 
MI, comparando los patrones de hemaglutinación con los obtenidos con el 
anticuerpo monoclonal MB-85 en los mismos tampones. 
2.6.0btención de sueros como fuente de comolemento 
Para la preparación de suero humano normal (NHS) como fuente de 
complemento, se obtuvo sangre de un único voluntario y se dejo coagular durante 
una hora a 4°C. El suero fue separado por centrifugación, y para eliminar la 
posibilidad de anti-SRBC presente de forma natural en el suero este fue absorbido 
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2 veces con SRBC empaquetados (50 pl/ml suero) durante 10 minutos a OT. 
Después de la ultima centrifugación, el suero fue alicuotado y almacenado a -70°C. 
Suero murino empleado como fuente de complemento fue preparado de forma 
similar a partir de un ‘pool’ obtenido de ratones BALB/c. En ambos casos, se 
comprobó la ausencia de anticuerpos específicos para PS-B por hemaglutinación. 
2.7.Método de minicolumnas centrifugadas 
El método es una variación del de Neal y Florini (190), y se emplea en los 
pasos intermedios del proceso de biotinilación descrito mas abajo. Las 
minicolumnas para filtración en gel se prepararon por empaquetamiento de Bio-Gel 
P2 (Bio-Fiad Laboratories, Richmond, Calif.) embebido en tampón citrato 0.15 M 
a pH 5, en jeringuillas de 5 ml Plastipak (Becton Dickinson, Sunnyvale, CA) a las 
cuales previamente se les habían insertado unos filtros compuestos de 4-5 discos 
cortados a medida de un prefiltro AP20 (Millipore, Bedford, MA) (Fig.7). Las 
jeringas se centrifugaban en tubos de vidrio Corex (Cat.No 00152, Dupont) en una 
centrífuga Sorvall RCSC con un rotor de ángulo variable a 7.000 r.p.m. durante 1 
minuto. Este procedimiento se repetía hasta que se obtenía la altura de columna 
deseada. Con objeto de calibrar las columnas y verificar la altura óptima para 
obtener la máxima recuperación de macromoléculas con un mínimo de 
contaminantes de bajo peso molecular, se emplearon dextrano azul y rojo fenol 
como marcadores de alto y bajo peso molecular, respectivamente, ambos en 
tampón citrato. Una muestra de 1 ml de estos marcadores, conteniendo 9 mg de 
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rojo fenol y 1 mg de dextrano azul, se aplico a la minicolumna previamente 
centrifugada para eliminar el volumen de exclusión, y se centrifugó como 
anteriormente se ha descrito. La presencia de dextrano azul v rojo fenol en el eluído 
se determinaba midiendo la densidad óptica a 620 y 450 nm respectivamente. Las 
columnas eran a continuación recicladas con 30 ml de agua destilada para su 
posterior uso en el procedimiento de biotinilación. Con fines comparativos se 
realizo una diálisis de la misma muestra usando las siguientes condiciones: 8 horas 
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a 4°C con tres cambios de tampón citrato. 
2.8.Biotinilación de polisacáridos 
Los polisacáridos biotinilados se prepararon mediante un método modificado 
a partir del de Spiegel y Wilchek (245). PS-B (1 mg/ml) en agua destilada, fue 
oxidado selectivamente (119) con periodato sódico (Sigma, St.Louis, MO) 1 OO mM 
(200 PUmg polisacárido) a temperatura ambiente en oscuridad durante 5 minutos. 
A continuación se añadieron 1 OO ~1 de glicerol al 25 % para que reaccionaran con 
el exceso de periodato sódico y la solución se dejó a temperatura ambiente otros 
5 minutos. La mezcla de reacción se centrifugó consecutivamente a través de 2 
minicolumnas, como anteriormente se describió, añadiéndose entonces 10 mM de 
Biotin-hidracida (Sigma) y 1 mM de dicloruro de manganeso (Merck). Después de 
una incubación de 30 minutos a 37”C, el polisacarido modificado se pasaba a 
través de dos minicolumnas y se reducía con borohidruro sódico 1 mM (Sigma) 10 
minutos a temperatura ambiente. El producto resultante se paso por las 
minicolumnas como anteriormente (Fig.8). 
Para la biotinilación de los polisacáridos A y C se empleo como fuente de los 
mismos la vacuna A +C, empleando el mismo procedimiento descrito, pero 
introduciendo un paso preliminar adicional. Con objeto de hacer mas susceptible 
a la oxidación con periodato el residuo N-acetil-manosamina del extremo reductor 
del polisacarido A, se genero un residuo N-acetil-manosiminitol de cadena abierta 
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Figura 8. SUIWK% dt> rcilccionzs quz ori&n la formación de PS-B biotinilado. 
por reducción toda la noche a 4°C con borohidruro sódico, 500 pg/mg polisacarido, 
y posterior purificación por las minicolumnas. 
2.9.Determinación de biotina incoroorada 
Se determino de forma indirecta midiendo la capacidad de combinación de 
avidina con el polisacárido biotinilado utilizando ácido 4-hidroxiazobenceno-2’. 
carboxílico (HABA) según el método de Green (96). y haciendo una estimación de 
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la longitud aproximada del PS-B basada en datos publicados (139,157) de unos 
200 residuos. Para aumentar la sensibilidad del método, el seguimiento 
calorimétrico del desplazamiento de HABA por biotina fue medido no solo por el 
aumento en la absorbancia a 500 nm, sino también por la disminución en la 
absorbancia a 350 nm (Fig.9). Adicionalmente, se tomaron medidas del máximo de 
absorbancia a 282 nm para verificar las posibles variaciones en la concentración 
de avidina entre muestras y aplicar el pertinente factor de corrección. 
t 
)Ak&- 
-a Abs 500 nm 
-‘ì(l>IIH:2>11+(3)-4)- 
+a Abs 350 nm 
Figura 9. Esquema del m2todo de determinack’m de hiotina incorporadas 
Mediante este mismo procedimiento se prepararon complejos 
equimoleculares de avidina y PS-B biotinilado que fueron empleados en el ELISA en 
fase liquida descrito mas abajo. 
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2.10.Enzimoinmunoensavos 
Todos los ensayos descritos a continuación fueron llevados a cabo en 
cámaras húmedas. A menos que se indique en otra forma, se utilizaron 100 /II 
como volumen de reacción, excepto para el bloqueo v los lavados que se 
empleaban 200 ~1, y los valores de fondo se obtuvieron de pocillos que contenían 
todos los reactivos excepto el suero (o anticuerpo monoclonal). 
2.10.1 .ELISA anti-PS-B con pre-recubrimiento con poli-L-lisina 
Se empleó un ELISA previamente optimizado a partir del de Lifely (155). 
Placas de poliestireno fueron tratadas con poli-L-lisina (Sigma) a 50 pg/ mi en PBS 
durante 3 horas a temperatura ambiente. Después del recubrimiento con PS-B 
purificado a 1 pg/ml en PBS toda la noche a 4’C, se bloquearon los pocillos con 
leche descremada al 5%. El anticuerpo monoclonal MB-85 se incubaba durante 60 
minutos a 37°C en leche descremada al 5%, y se desarrollaba el ensayo con 
inmunoglobulina anti-ratón biotinilada y estreptavidina-peroxidasa (RPN.lOO1 y 
RPN. 1231, Amersham) según las instrucciones del fabricante: 1 hora y 30 minutos 
respectivamente a 37°C con una dilución lil.000. Finalmente, se llevo a cabo una 
incubación de 15 minutos con solución substrato: 0.24 mg de o-fenilendiamina 
(OPD)/ml de tampón citrato 0.15 M pH 5.0 -t 0.4 /II de H,O,. parándose la 
reacción con 50 UI de ácido sulfúrico 2 M y leyéndose la absorbancia a 492 nm. 
Incubaciones mas prolongadas, ya sea con el anticuerpo monoclonal o con el 
substrato, resultaban en unos valores de fondo inaceptables, originados 
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probablemente por la reactividad inespecífica de la poli-L-lisina (16) y por las 
limitaciones inherentes con respecto al tiempo de revelado de la peroxidasa (114), 
respectivamente. 
2.10.2.ELISA con recubrimiento con bacterias formalinizadas 
Se utilizó el recubrimiento directo puesto que en experimentos previos, al 
igual que en trabajos previamente publicados (X30), no se encontró una mejora 
significativa en la utilización de un pre-recubrimientocon poli-L-lisina. Suspensiones 
bacterianas formalinizadas de N.meningitidis serogrupo BI 5 a una concentración 
de lo9 células por ml en PBS fueron incubadas toda la noche a 37’C en placas de 
microtitulación de fondo plano. El resto del ensayo fue llevado a cabo como en el 
apartado 10.2. 
2.10.3.ELISA anti-PS-B con orerecubrimiento con lectinas 
WGA se utilizó en un ELISA anti-PS-B con MB-85 revelado con peroxidasa 
(ver apartado 10.2) en el que se empleaba esta lectina en un paso previo de pre- 
recubrimiento, usando PBS como tampón de trabajo. 
Para el ELISA anti-PS-B con prerecubrimiento con limulina se utilizaron 
diferentes concentraciones de esta: 1,~5 y 10 pg/ml, así como dos concentraciones 
de PS-B: 1 y 5 Dg/ml. El tampón de trabajo utilizado era TBS-Ca 0.1 M y este 
mismo tampón se empleó posteriormente en los pasos siguientes. Después de 
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incubar con MB-85 en PBS conteniendo 0,05% de Tween 20 (Sigma) (PBS-TI y 
BSA 3%. se revelaba el ensayo con peroxidasa como anteriormente. 
2.10.4.Ensavo calorimétrico de fosfatasa alcalina 
50 ~1 de un conjugado purificado por afinidad de inmunoglobulina de conejo 
anti-ratón y fosfatasa alcalina de intestino de ternera (AP-conjugado) (Código 
D314, Dakopatts, Copenhagen), en un rango final de concentraciones de 3,7 a 
3.800 pgiml, y 50 PI de p-nitrofenil fosfato (pNPP, Sigma). a una concentración 
final de 1 mgiml en tampón dietanolamina a pH 9,8 conteniendo 50 mM de 
dicloruro de magnesio (Sigma), fueron añadidos sucesivamente a los pocillos de 
fondo plano de tiras de poliestireno (Titertek, 78-591-99, Flow Laboratories, 
Holanda) e incubados a temperatura ambiente. Se realizaron lecturas de 
absorbancia a 405 nm a diferentes tiempos (24 h a 15 días) con un 
espectrofotómetro multicanal (Titertrek Multiskan Plus, Flow Laboratories) sin parar 
la reacción. Los valores de fondo se obtuvieron a partir de pocillo control a los 
cuales solo se añadía substrato. 
2.10.5.ELISA anti-PS-B con ore-recubrimiento con estreotavidina 
Tiras de poliestireno con pocillos de fondo plano fueron recubiertas con 
estreptavidina 5 pgirnl (Sigma) en tampón carbonato 0,l M pH 9,6 toda la noche 
a temperatura ambiente (278) y lavadas 3 veces con PBS-T. Estas tiras podían 
almacenarse a -2O“C hasta 1 mes sin perdida de reactividad (252). 
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Figura 10. Esquema del ELISA anti-PS-B con prerecuhrimiento con estreptavidina. 
Las tiras se incubaban entonces con un 1 Dgirnl de polisacárido biotinilado 
en PBS que contenía BSA al 1% durante 2 horas a temperatura ambiente, y se 
lavaban 3 veces con PBS-T. Todas las diluciones siguientes, tanto de sueros (o 
anticuerpo monoclonal) específicos como de los reactivos de desarrollo, fueron 
preparados en PBS-T que contenía suero de ternera fetal al 10% (PBS-T-FCSI o 
leche descremada al 10% (PBS-T-SkiM), con objeto de minimizar la unión 
inespecífica. Diluciones doblantes seriadas del suero o el anticuerpo monoclonal se 
añadían en un volumen de 100 fll/pocillo, incubándose las placas toda la noche a 
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4OC. Después de lavadas, las placas se incubaban 4 horas a temperatura ambiente 
con el correspondiente AP-conjugado (anti-ratón 1/2.000 cbdigo D314, anti-conejo 
112.000 código D306, Dakopatts; anti-IgM de ratón l/l.OOO, Sigma; anti- 
IgG(H + L) de ratón 1 /l ,500, Bio-Yeda, Rehovot, Israel; anti-IgGIH + L) de conejo 
112.000, Serotec, Oxford, Inglaterra). Después de la incubación las placas se 
lavaban 3 veces con PBS-T y agua, y se añadía el substrato como anteriormente. 
Las placas se incubaban a temperatura ambiente, y la absorbancia se 
determinaba a diferentes tiempos (Fig. 10). Para determinar la unión inespecífica, 
se usaron pocillos recubiertos con BSA biotinilada según el método de Guesdon y 
c01.~104). 
2.10.6.Enzimoinmunoensavo comoetitivo directo (ElA) 
Tiras de poliestireno con pocillos de fondo plano fueron recubiertas con 
anticuerpo monoclonal (MB-851 a 5 Dglml en tampón carbonato 0,l M pH 9,6 toda 
la noche a 4’C. Después de 3 lavados con PBS-T, cada pocillo recibió 50 PI de 
diferentes inhibidores y 50 ~1 de PS-B biotinilado a una concentración de 20 nglml, 
ambos en PBS conteniendo BSA al 1%. Después de incubar toda la noche a 4’C 
y lavar, se llevaba a cabo una incubación adicional de 2 horas a temperatura 
ambiente con 1 OO ~1 de estreptavidina-fosfatasa alcalina 112.000 (código D396, 
Dakopattsi en PBS-T. Las placas fueron de nuevo lavadas con PBS-T y agua, y la 
absorbancia registrada después de 24 horas de incubación con el substrato. Para 
la determinación de las concentraciones óptimas de anticuerpo y PS-B biotinilado 
para su uso en el EIA, se llevo a cabo una titulación cruzada, variando 
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simultáneamente las concentraciones de anticuerpo utilizados para el 
recubrimiento, así como las de PS-6 biotinilado (1771. Un EIA con H-46 fue llevado 
a cabo en la misma forma empleando una dilución 1/5.000 para el recubrimiento, 
pero utilizando PS-B purificado como único inhibidor. 
(BSA) PS-B’ 
i-8~1 
PNP 
PNPP 
Figura 11. Es<,uema del ELISA anti-PS-B con prerecuhrimiento de avidina/BSA hiotinilado. 
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2.10.7.ELISA anti-PS-B con ore-recubrimiento con BSA biotinilado-avidina 
Placas de poliestireno fueron tratadas con 10 pglml de BSA-biotinilada en 
tampón carbonato 0.1 M pH 9,6 toda la noche a temperatura ambiente. Después 
de lavar se llevaron a cabo 3 incubaciones de 1 hora a temperatura ambiente con 
50 JII de avidina (10 flgiml), BSA-biotinilada (1 pg/ml), y avidina (10 pglml), 
respectivamente. Después del ultimo lavado se añadían 50 ~1 de diferentes 
concentraciones de PS-B biotinilado: 0,5, 1, 2 y 4 flgiml. El resto del Elisa se 
realizo de la misma manera que en el apartado 10.4, excepto por el uso de tampón 
caseína-timerosal como bloqueante (131): 154 mM de NaCI, 0.5% de caseína 
(Sigma), 10 mM de Tris-HCI, 0,02% timerosal (Sigma), pH 7.6 (Fig.11). 
2.10.B.ELISA anti-oolisacárido en fase huida 
Un complejo equimolecular de avidina y PS-B biotinilado, preparado mediante 
el procedimienroanteriormente descrito, fue incubadoa diferentesconcentraciones 
de contenido de PS-B biotinilado: 1,25, 2,5, 5, 10 y 20 ,ug/ml, con anticuerpo 
monoclonal MB-85 a una concentración constante de 690 ng/ml, en tampón 
caseína (Fig.12). Después de incubar toda la noche a 4’C. se realizaron diluciones 
doblantes de esta muestra en tampón caseína y se transfirieron a placas 
prerecubiertas con BSA biotinilado, donde se incubaron 2 horas a 4°C. Después de 
lavar con PBS-T, se añadió el AP-conjugado (anti-ratón 1/2.000 c6digo D314, 
Dakopatts) incubando 90 minutos a 37OC. y posteriormente se revelo con pNPP. 
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Figura 12. Esquema del ELISA anti-PS-B en fase líquida. 
2.10.9.ELISA anti-Dolisacárido revelado con comDlemento 
Placas recubiertas con estreptavidina y PS-B biotinilado como se describió 
anteriormente, fueron incubadas toda la noche a 4°C con ME-85. Después de lavar 
se bloqueo la placa con PBS-BSA 3% 1 hora a 37’C y se lavo la placa 3 veces con 
PBS-T, una con PBS y una mas con tampón veronal (125). A continuación se 
realizó una incubacibn con NHS diluido 1 Il OO en un tampón veronal que contenía 
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un 0,l % de gelatina, durante 30 minutos a 37”C, y seguidamente se realizaron 
incubaciones consecutivas toda la noche a 4’C con anti-complemento C3 humano 
OPD Absorbancia a 492 nm 
u 
HP 
BSA BSA BSA BSA BSA BSA 
Figura 1.7. Esquema del ELISA anti-PS-B revelado con complemento. 
Yeda, Rehovot, Israel) y un conjugado peroxidasa-anti-cabra (1/20.000, Sigma), 
ambos diluidos en PBS-T-FCS. de cabra (112.000, Miles-Finalmente se reveló con 
OPD tal y como se describió anteriormente (Fig.13). Adicionalmente, se realiza un 
ELISA anti-PS-B revelado con complemento idéntico al anteriormente descrito, pero 
sustituyendo MB-85 por limulina. 
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2 ll .Ensavos hemolíticos 
En todos los ensayos descritos a continuación se llevaron a cabo controles 
de lisis del 0%, utilizando tampón veronal sin complemento, y del lOO%, utilizando 
agua destilada, así como un blanco utilizando SRBC sin sensibilizar con el 
anticuerpo para los ensayos espectrofotométricos. Las incubaciones realizadas 
fuera de las placas de microtitulación se llevaron a cabo en tubo Eppendorf de 1,5 
ml en un agitador orbital, mientras que las llevadas a cabo en placa se realizaron 
en un agitador de placas. La determinación de hemólisis se Ilev a cabo por tres 
métodos diferentes: espectrofotometría a 405 nm, actividad pseudoperoxidasa de 
la hemoglobina y citofluorimetría de flujo. 
2.11 .l. Esoectrofotometría a 405 nm 
Volúmenes de 1 OO 1.11 de SRBC al 5% en PBS fueron incubados 1 hora a 4’C 
con agitación con un volumen igual de diferentes concentraciones de anticuerpo 
policlonal de conejo anti-SRBC (Difco). Después de 2 lavados con PBS y uno con 
veronal, se resuspenden los eritrocitos al 5% con 100 /II de este ultimo tampón y 
se incuban alícuotas de 10 ~1 de esta suspensión con un volumen igual de 
diferentes diluciones en tampón veronal de NHS en placas de microtitulación de 
fondo en ‘V’ durante 90 minutos a 37OC con agitación. Transcurrido este tiempo 
la reacción se paraba con 120 ~1 de veronal frío y las placas se centrifugaban 1 
minuto a 1500 r.p.m. a 4°C. 100 ~1 de sobrenadante de cada pocillo se transfería 
a placas de fondo plano, y se realizaba las lecturas de absorbancia a 405 nm. El 
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porcentaje de lisis se calculaba como: 
D.0.405 
D.0.405nm control Iísis 100% D.0.405nm control Iísis 0% 
Siguiendo este mismo procedimiento se llevaron a cabo ensayos hemolíticos 
con SRBC sensibilizados con PS-B y anticuerpo monoclonal MB-85 (Fig. 14). 
SRBC 4% 
+ 
PS-B 
I 
SRBC-PS-B 5% SRBC 5% 
+ + 
ANTI-PS-B ANTI-SRBC 
\/ 
SRBC sensibilizados 
J\ 
10 VI 5% 5 lJ1 031% 
+ + 
;, ; 
10 UI NHS 5 pl NHS 
(Hb405) (OPD) 
1 
~ H,,405 ~ ~1~ i 
~--~J 
Leer absorbamia a 405 nm 
F’ 
! 
30’ 37’ C (con agitación orbital) 
3 lavados cooPBS 
60’ 40 C (con agitación orbital) 
2 lavados con PBS 
+ 
1 lavado con veronel 
x Ahdir sustmto (OPD) 
/ 
45’ B R.T. 
Parar con Bcido sulfúrico J 
Leer absorbancia a 492 nm 
Figura 14. Esquema de los ensayos hemolíticos mediante espectrofotometría a 405 nm y  actividad 
psaudoperoxidasa de la hemoglobina. 
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2.11.2. Actividad oseudooeroxidasa de la hemoalobina 
El ensayo esta basado en la utilización de la actividad pseudoperoxidasa de 
la hemoglobina de los lisados de SRBC como amplificador del ensayo de hemólisis. 
Primeramente se llevaron a cabo calibraciones de Iísis con los dos substratos de la 
peroxidasa elegidos: diaminobencidina (DAB), 1,6 mg/ml PBS + 16 UI H,O,, y 
OPD, 4 mgiml tampón citrato 0,15 M pH 5.0 + 0,8 ~1 H,O,, incubando 100 ~1 de 
substrato con un volumen igual de diluciones doblantes de SRBC lisados con agua, 
con objeto de establecer el limite de detección y en consecuencia la concentración 
de SRBC sensibilizados a emplear. 
El ensayo hemolítico en sí era básicamente igual al anteriormente descrito 
hasta la transferencia de sobrenadantes a las placas de fondo plano, excepto por 
la concentración de SRBC utilizados después de incubarlos con el anticuerpo: 0,5% 
en el caso de amplificación con DAB y O,l% en el caso del OPD. El volumen de 
veronal para parar la reacción era de 200 ~1. Después de transferir 100 PI de 
sobrenadantes a placas de fondo plano, se añadia el substrato de la peroxidasa, 
incubándose las placas a temperatura ambiente 45 minutos y leyéndose la 
absorbancia 492 después de parar con sulfúrico, en el caso del OPD, o leyendo la 
absorbancia a 450 nm en el caso de DAB. El porcentaje de Iísis se calculaba como 
anteriormente, empleando las correspondientes lecturas de absorbancia (Fig.14). 
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2.1 1.3. Citofluorimetría de fluio 
En este caso el porcentaje de hemólisis se obtiene por la disminución en el 
numero de eritrocitos de la muestra, tal y como se determina por citofluorimetría 
de flujo por comparación con una referencia interna de la muestra. 
La primera parte del ensayo es similar a lo anteriormente visto: se emplea 
una concentración constante de anti-SRBC (11200) y una concentración de SRBC 
sensibilizados del 0,5 % (Fig.15). Después de incubar con complemento, la 
reacción se para con PBS frío que contiene fluorosferas de referencia para 
alineamiento óptico (4 gotas/ml, Immuno-check, Coulter Corporation, Hialeah, FL.) 
capaces de emitir fluorescencia verde (525 nm), naranja (575 nm) y roja (635 nm), 
y se pasaron las muestras a viales Eppendorf de 1,5 ml en un volumen final de 1 
ml. Estas muestras se corrieron en un citofluorímetro de flujo EPICS 751 (Coulter 
Corporation) equipado con un láser de argón sintonizado a 488 nm a una potencia 
de 200 mW, y conectado a una unidad MDADS ll (Coulter Corporation) para la 
adquisición y análisis de los datos. 
Se obtuvieron histogramas biparamétricos (64 x 64 canales) utilizando como 
parámetros la dispersión frontal (FALS) en el eje X y la integral de la fluorescencia 
verde (IGFL) en el eje Y, y ajustando el modo de parada al recuento de 1000 
partículas fluorescentes. Con los datos recogidos se efectuó un análisis de 
cuadrantes mediante la colocación de separadores en el canal 44 de FALS y en el 
18 de IGFL. La población de SRBC se definió como la del área correspondiente a 
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menor tamaño y fluorescencia, y el porcentaje de Iísis se calculaba según la 
siguiente formula: 
[SRBC control 0% - SRBC control 100%) - (SRBC muestra - SRBC control 100%) 
SRBC control 0% - SRBC control 100% 
SRBC 5% 
+ 
ANTI-SRBC 
1 
SRBC sensibilizados 
60’ 4, c (con agitación orbital) 
1 “1 SRBC sensibilizados 5% 
+ 
1~1 NHS Parar con veronal frio con fluorasferas 
Citometría de flujo 
I 
Parada mediante recuento de fluorosferas 
Figura 15. Esquema del ensayo hemolítico mediante citometria dz flujo. 
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3.RESULTADOS 

3.1 .Producción de PS-B a Deaueña escala 
Los resultados de la producción de 4 lotes diferentes de PS-B, partiendo en 
todos los casos de 5 litros de cultivo se muestran en la tabla 1. Puede observarse 
que paralelamente al aumento en el rendimiento obtenido por la prolongación del 
tiempo de cultivo a 48 horas, se produce un aumento significativo de la cantidad 
de contaminantes. La reducción del tiempo de cultivo a 24 horas prácticamente 
elimina la contaminación por proteínas y LOS, niveles por debajo del limite de 
detección, pero hay una drástica caída en el rendimiento (menos del 50% del 
obtenido a 48 horas) y se sigue manteniendo una apreciable contaminación por 
a.nucléicos. Esta ultima se puede reducir sensiblemente acortando el tiempo de 
incubación a 16 horas sin afectar sensiblemente el rendimiento cuando se compara 
con 24 horas. 
Tühlil 1. Producción de PS-B purificado. 
Cuando se ensayó la capacidad inhibitoria de los diferentes lotes de 
polisacáridos purificados en un ensayo de inhibición de la hemaglutinación con 
SRBC sensibilizados con un PS-B purificado empleado como referencia (ver 
apartado 2.2) y el anticuerpo monoclonal MB-85, los resultados fueron imprevistos. 
En contra de lo que se podía esperar, el mejor inhibidor era el que contenía una 
mayor cantidad de contaminantes. De hecho se podía apreciar un correlación 
directa entre el grado de contaminación por ácidos nucléicos del polisacárido y su 
eficacia como inhibidor en el ensayo (Fig.16). En base a estos datos se eligió la 
utilización de PS-6 purificado procedente de cultivos de 24 horas para su empleo 
en estos, al tener un bajo grado de contaminantes y una buena potencia inhibitoria. 
Figura 16. Correlacih entre contenido en ácidos nucléicos del PS-B purificado y potwcia 
inhibitoria relativa en un ensayo de inhibición de la hemaglutinacii>n. 
3.2.PreDaración Y calibración de minicolumnas 
Después de ensayar diferentes alturas de columnas, los resultados óptimos 
se obtuvieron con dos columnas en serie, empaquetadas hasta una altura de 2 ml. 
De esta forma, la recuperación de muestra de alto peso molecular era de 
aproximadamente el 96 %, prácticamente libre de contaminantes de bajo peso 
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molecular. La comparación de este método con el de diálisis demostró una ventaja 
substancial en el uso de minicolumnas. tanto para la recuperaci6n de material de 
alto peso molecular como en la eliminación de contaminantes de bajo peso 
Figura 17. Calibración ~sp~ctrofotom61rica de las minicolumnas y  comparación con la diálisis. 
Patrones ~spectrofotom5tricos de (A) dextrano azul. 1 ml de una solución de 1 mgiml, (B) rqjo 
knnl, I ml dc una srlución dc 9 mglml, (C) una medí dc A y  B, (D) C despu& de pasar por 
las nlinicolum”as. (EJ despu& dc la diálisis. Condiciones de la diillisis: Sh a 4“C con 3 cambios 
de tampón. El porccnt+jc de recuperación se calculó del cociente entre la ahsorhancia inicial y  la 
final, utilizado 101 máximos dr ahsorbancia de los marcadores. 
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PS-B (1) 
I 
PS-B 
1 2 ml 
Título HIA 
(1) 0,89 ng/ml 
~ (2) 0,89 ng/ml 
(2) 
Figura 18. Minicolumnas en tándem: ensayo de inhibición dr: la hamaglutinación de PS-B antes 
y despubs de pasar por las dos minicolumnas. 
Con objeto de confirmar la aplicabilidad de las minicolumnas al procedimiento 
de biotinilación de PS-B, una muestra de PS-B purificado (30 @ml en agua 
destilada) se paso consecutivamente a través de dos minicolumnas precalibradas 
recicladas con agua destilada, centrifugándose como en el procedimiento de 
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calibración. Alícuotas de la muestra antes y después de pasar por las minicolumnas 
se ensayaron en HIA, observándose un patrón de inhibicibn id6ntico (Fig.18). 
3.3.Biotinilación 
Cinco diferentes lotes de polisacárido fueron biotinilados, cuatro de PS-B y 
uno de A+C, empleando 0,5 o 1 mi de una solución 1 mgiml en agua destilada. 
El de PS-B biotinilado fue medido como recuperación de ácido siálico, mientras que 
en el caso de A + C solo se midió por idéntico procedimiento la recuperación de PS- 
C biotinilado, estimándose que la recuperacibn de PS-A biotinilado seria de similar 
magnitud. Los resultados de la tabla ll muestran unos rendimientos de PS-B 
biotinilado de 52,7-67.8% con la solución de 0,5 ml, pudiéndose alcanzar el 76% 
doblando la cantidad de polisacárido empleado. En le caso de A + C el rendimiento 
es sensiblemente inferior, debido probablemente a la introducción de un paso 
adicional. 
Tabla II. Recuperación de producto final en diferentes lotes de polisacárido hiotinilado 
Lote Serogrupo Cantidad inicial VOlUllleIl 96 Recuperaci6n 
BZ-1 B 500 “g 500 ui 67.6 
82-2 B 500 “Ll 500 “1 
82-3 B 500 “0 500 Id 
63-4 B ,000 “0 ,000 VI 
K-5 A-C 500 vg * 500 “0 500 UI 
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3A.Determinación de biotina incoroorada oor molécula de PS-B 
La incorporación al metodo de Green de la disminución en la absorbancia a 
350 nm, permite no sólo una cuantificación muy precisa de la incorporación de 
biotina a la avidina, sino que se observa una gran linearidad en las medidas 
(Fig.19). Por otra parte, la medida de una longitud de onda adicional en los 
máximos de absorbancia, 282 nm, permite incorporar un factor de corrección 
basado en variaciones en la concentración de muestra al estar midiendo 
directamente concentración de proteína (avidina). 
sin corregir 
corregido para Abs. a 282nm 
Figura 19. Recta patrón del número de hiotinas incorporadas en una mol6cula de avidina. 
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Tahla 111. Determinación esprctrofotométrica de biotins incorporada en el PS-B. 
Avidina - HABA 
+ + 
2.6 ue Biotina 100 ug PS-B-Biotina 
1 1 
,, PS-B-Biotina 
IAvidina-Biotinal ‘1 Avidina-HABA , 
AS00 + A350 ’ i 228 ~ 
1 
52 i 
Avtdin-HABA: I .3 unidades de avidina + HABA (una solución saturada y  diluida a 11400); los 
valorrs de h,otina mcorporada se ohtuvieron como el producto entre la tasa de ocupación de 
hiotina y  las unidades inicialzs dc avidina; entre paréntesis se encuentran los valores deducidos. 
1. Volumen final dc 400 $. 2. En unidades de ahsorhancia x 1000. 3. Sitios de la avidina 
ocupados por la hiotina. 4. Valores dados en &ml. 
El peso molecular de PS-B calculado para una longitud de 200 residuos es 
de 61.860 daltons. Asumiendo que únicamente se incorpora una molécula de 
biotinaimolécula de PS-B, y que todas las moléculas de PS-B estén biotiniladas, la 
incorporación teórica de biotina es de 0,395 pg por cada 100 flg de PS-B. 
Considerando el factor de incertidumbre introducido al emplear una longitud para 
el PS-B no obtenida a partir de datos propios, se puede apreciar una razonable 
concordancia entre los valores experimentales y previstos de biotina incorporada 
aún sin incorporar el factor de corrección (tabla III), corroborando la eficacia del 
procedimiento de biotinilación. Aplicando el factor de corrección el porcentaje de 
sitios ocupados es aún más similar al deducido: 25,4 frente a 30. 
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3.5.Ensavo calorimétrico de fosfatasa alcalina 
Con objeto de optimizar la sensibilidad del ELISA se realizaron pruebas para 
determinar la influencia del tiempo y la temperatura en el nivel señalhuido de la 
pareja cromógenohubstrato elegida para ser utilizada en el desarrollo del ELISA 
anti-PS-B: fosfatasa alcalina (incorporada en un conjugado) y pNPP. 
Concentración de AP-conjugado en pglml 
Figura 20. Cinktica rnzimática dependiente del tiempo del con,jugado de inmunoglohulina y 
fosfatas alcalina. La reacciún se llevó a cabo a trmpzratura ambiente y sin parada. El gráfico 
pequeño muestra la última parte de las curvas a escala lineal. 
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En experimentos preliminares, se estableció la cinética dependiente de la 
temperatura de conjugados enzimáticos mediante incubación a 25°C y 37°C 
(resultados no mostrados). Se observaba que las mayores cantidades de 
cromógeno se desarrollaron a 25T cuando se utilizaron tiempos prolongados de 
reacción de 24 h o mas. La sensibilidad en función del tiempo de revelado para el 
conjugado-AP incubado a temperatura ambiente se muestra en la figura 20. 
Considerando el limite de detección como la concentración de conjugado que 
produce una absorbancia mayor de 0,02, este es de 5-10 pglml para los tiempos 
de revelado más largos. 
3.6.ELISA anti-PS-B con Drerecubrimiento con lectinas 
De las dos lectinas empleadas para los ensayos de prerecubrimiento, WGA 
y limulina, la primera no diferenciaba en ensayos de hemaglutinación entre SRBC 
sensibilizados con PS-B y SRBC sin sensibilizar (aglutina SRBC al 0.25 % a 4 
flg/ml). El ácido N-acetil-neuramínico mostraba una baja capacidad de inhibición en 
un sistema de hemaglutinación SRBC-WGA: 5.000 ug/ml era la última 
concentración inhibitoria frente a los 312,5 gg/ml de la N-acetil-D-glucosamina, la 
principal especificidad de la WGA, y no se observaba una mejor captación de PS-B 
en placas recubiertas con WGA que en los controles sin prerecubrimiento. 
Los ensayos llevados a cabo con la limulina demuestran una mayor afinidad 
de esta por el PS-B. La limulina, una lectina dependiente de calcio, en presencia de 
este hemaglutina mejor SRBC sensibilizados con PS-B que sin sensibilizar, y en un 
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tampón sin calcio falta en hemaglutinar SRBC que no están sensibilizados con PS-B 
(Tabla IV). Curiosamente, el monoclonal MB-85 falla en la hemaglutinación de 
SRBC sensibilizados con PS-B cuando el ensayo se realiza en presencia de calcio. 
Cuando se utilizó limulina en el recubrimiento de placas de microtitulación, se 
observó una unión del PS-B a las placas de microtitulación dependiente de la 
concentración de limulina empleada en el prerecubrimiento (Fig.21). Pero el sistema 
era muy sensible a las condiciones del ensayo: la unión del PS-B a las placas con 
limulina era abolida al utilizar tampones con suero de ternera fetal o leche 
descremada. Esto probablemente es debido a la interferencia con glicoproteínas 
sialidadas y limita mucho el uso potencial de la limulina en un ELISA anti-PS-B. 
Tabla IV. Hanaglutinación medida por MB-85 o limulina de SRBC sensibilizados con PS-B y 
sin sensibilizar, en przsancia y ausrncia de calcio. 
Limulina en TBS-Ca 
MB-85 en TBS-Ca 
Limulina en PBS 
MB-85 en PBS 
SRBC-PS-B SRBC 
Los valores representados son la última concentración que produce hemaglutinación y la primera 
que falla en producirla. El signo indicativo indica que no hay hemaglutinación a la concentración 
miis alta empleada: para limulina 10 ~giml y 34.5 p<-iml d:n cl caso de MB-85. 
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Figura 21. ELISA anti-S-B con prerecuhrimknto con limulina 
3.7.ELISA anti-PS-B con orerecubrimiento con estreotavidina 
3.7.l.Sensibilidad 
Con objeto de averiguar la sensibilidad del ensayo, se empleó un anticuerpo 
monoclonal especifico para PS-B: MB-85. Como controles de unión inespecífica se 
utilizaron pocillos con recubrimiento de BSA biotinitado, mostrando la figura 22 que 
no se producía setial de absorbancia en los mismos. El limite de detección 
disminuía a medida que aumentaba el tiempo de revelado, alcanzando 5 ng/ml a las 
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24 horas, considerando concentraciones de MB-85 que producen un valor de 
absorbancia mayor de 0.1. Este limite era reproducible en múltiples ensayos 
utilizando las mismas condiciones de temperatura y tiempos de incubación. La 
comparación con un ELISA convencional (Fig. 23). muestra claramente las ventajas 
del presente ensayo tanto en sensibilidad como en especificidad. 
37 Tiempo reaccihlrecubrimiento 
081 1 10 100 
Concentración de anticuerpo en ng/ml 
Figura 22. Sensibilidad del ELISA específico de PS-B con PS-B biotinilado para la medida del 
anticuerpo monoclonal MB-85. Representacibn de diferentes tiempos de revelado con p-NPP. 
88 
3 1 Recubrimiento 
. 
Figura 23. ELISA anti-PS-B con prerecubrimknto con poli-L-lisina. Titulación de MB-85 
3.7.2.Titulación de sueros de ratón PS-B esr>ecíficos 
Los niveles anti-PS-B en suero se determinaron en el “pool” (A) de sueros de 
ratón anti-PS-B (ver apartado 2.4). utilizando MB-85 como referencia. Con objeto 
de obtener la curva de calibración, los valores de absorbancia se representaron en 
función de el log,, de la concentración de anticuerpo, y se ajustó una recta a partir 
de la porción lineal de la curva. De esta manera se estimaron títulos de anticuerpo 
de 86 flgiml para la respuesta anti-PS-B secundaria (Fig.24A) y de 208 pg/ml para 
la respuesta terciaria (Fig.24B). Los controles de presangramiento para las 
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diluciones más bajas del suero no eran significativamente diferentes de los valores 
de unión inespecífica (no mostrado). 
Figura 24. Titulación de un suzro de ratón específico para PS-B utilizando el anticuerpo 
monoclonal MB-85 como patrón. A.Respuesta secundaria. 24 h de reacción con p-NPP; 
B.Respuesta terciaria, 2 h de reacción con p-NPP. 
De forma similar se título un segundo “pool” (BI de sueros de ratón 
específicos de PS-B determinando en este caso tanto la respuesta total, como la 
fracción IgM y la fracción IgG de anticuerpos PS-B específicos. Los resultados de 
la figura 25 muestran la validez del ensayo, confirmando resultados previamente 
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publicados: una mayoritaria respuesta de IgM PS-B específicas con una mínima 
proporción de IgG. 
Figura 25. ELISA anti-PS-B especifico de isotipos. Fraccknw total, IgM e IgG de un suero de 
ratón espzcific<l. 
3.7.3.Evaluación de bloaueantes 
La sensibilidad y especificidad del ensayo mostraba una clara influencia por 
el diluyente empleado en la incubación del anticuerpo primario. Con el monoclonal 
MB-85 se podía observar al comparar SkiM con FCS, una sensibilidad disminuida 
junto con un aumento de la unión inespecífica, en el caso de SkiM (Fig.25). 
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“: Uni6fl especifica 
unión inespecifica 
Anticuerpo moaoclonal de ratón 
;  
;  m e 
.  n _ 
Concentración de anticuerpo en nglml l/dilución del suero 
Figura 26. Efectos del agente bloqueante en sensibilidad y especificidad del ELISA anti-PS-B, 
Al comparar los mismos diluyentes en la titulación de un suero de ratón con 
especificidad para PS-B (“pool” Al, el patrón era algo diferente: mientras la leche 
disminuía la sensibilidad como en el caso del monoclonal, la unión inespecífica 
tambi6n se veía reducida al comparar con FCS. 
3.7.4.Análisis de las condiciones óptimas del ensayo 
El efecto de la temperatura de incubación en el sistema de ensayo podía ser 
un factor importante en la optimización del presente ELISA puesto que se ha 
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descrito la importancia de este parámetro en la interacción del PS-B con 
anticuerpos específicos (167). Con objeto de analizar el efecto de la temperatura 
en el ELISA anti-PS-B así como la concentración óptima de PS-B necesaria para 
sensibilizar las placas de microtitulación, se empleo una variante del ELISA con 
recubrimiento con estreptavidina: la fase sólida fue recubierta con capas alternas 
de BSA biotinilada y avidina (ver apartado 2.10.6). Los resultados de 2 ensayos 
realizados a 4T y 37T con diferentes concentraciones de PS-B y utilizando el 
anticuerpo monoclonal MB-85 pueden verse en la figura 26. Mientras que a 4T el 
título del ELISA no se veía influido por la concentración de antígeno utilizada para 
sensibilizar las placas, a 37°C el ensayo era dependiente de la densidad antigénica. 
A la mayor concentración antigénica utilizada en los ensayos (4pg/ml) estas 
diferencias parecían borrarse. 
Por otra parte, al comparar los resultados con los obtenidos con el 
recubrimiento con estreptavidina se observaba que la unión inespecífica era mayor 
en el ensayo con BSA biotiniladolavidina, a pesar de haber utilizado en este un 
bloqueante que funcionó mejor en experimentos preliminares: Caseína-timerosal, 
un bloqueante con propiedades bloqueantes similares a los de la leche pero que no 
produce las interferencias anteriormente observadas (resultados no mostrados). 
Observando los ensayos a diferentes temperaturas se observaban también 
diferencias en la unión inespecífica: en contra de lo que podría esperarse la unión 
inespecífica era mayor a 4°C que a 37°C. 
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Concentración de anticuerpo en ng/ml 
Figura 27. Dependencia de densidad antigénica y temperatura en la unión de MB-85 a PS-B, 
3.8.Estudios de inhibición mediante EIA comoetitivo 
Con objeto de comprobar el grado de especificidad de la interacción MB-85 
y PS-B, se realizaron experimentos de inhibición mediante un EIA competitivo 
utilizando un diseño experimental similar al de Meikle y col. (177). Los resultados 
de un experimento representativo con diferentes inhibidores se muestran en la 
figura 27. La incubación de PS-B purificado con su conjugado de biotina originaba 
una inhibición específica de la unión del conjugado en una forma dependiente de 
la dosis. Cuando se calculaba el valor [Is,], la concentración de inhibidor a la cual 
se obtiene una reducción del 50% de la unión, se obtuvo un valor de 30 ngiml que 
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se correlaciona muy bien con el valor tebrico previsto al suponer una identidad 
inmunológica completa entre el PS-B y su conjugado a biotina (20 nglml). 
Utilizando suero policlonal de caballo específico para sensibilizar la placas, se 
obtuvieron resultados similares, pero la sensibilidad del ensayo era mucho menor 
y no se empleó posteriormente para comparación con otros inhibidores. 
Inhibidor 
. Polisacárido capsular de Nmg 
1 Polisacarido capsular de NmgA 
f  ácido siálico 
,,,:~ manitoI 
Figura 28. Curvas de inhihici<in del anticuerpo monocl»nal MB-85 con diferentes inhibidores. 
Al observar el comportamiento de otros inhibidores, se pudo medir y 
cuantificar una actividad inhibitoria de la interacción PS-B biotinilado/MB-85 tanto 
con polisacárido capsular de NmgA como con ácido N-acetil-neuramínico. El control 
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negativo utilizado, manitol, no produjo inhibición a ninguna de las concentraciones 
empleadas. Definiendo un parámetro de especificidad relativa, expresado como el 
cociente entre el valor [I,,] del PS-B nativo y el de diferentes inhibidores, se 
obtenía un valor de 0.5 x 1O-3 en el caso del polisacárido de NmgA, y de 0,4 x 
1 O-5 para el ácido N-acetil-neuraminico. Comparando estos datos con los obtenidos 
por ensayos de inhibición de la hemaglutinación de SRBC sensibilizados con PS-B 
nativo, y substituyendo en este caso [IJ por la concentración mínima que produce 
inhibición de la hemaglutinación para calcular la especificidad relativa (Tabla VI, se 
podía observar una buena correlación entre los valores calculados por los dos 
métodos 
Tabla V. Especificidad relativa de la interacción MB-WPS-B medida por EIA o HIA. 
Inhibidor 
PS-B 
PS-A 
ácido siálico 
manitol 
[Iwl Especificidad relativa Titulo HIA 
30 1 Il) 1 
65.000 0.5 x 10-3 (0.2 x lo-? 5.000 
7,5 x 108 0.4 x w5 (0.5 x 10‘51 2 x 105 
La especificidad relativa medida por EIA aparece en par&ntesis; [I,] y  el título de HIA 
(concentración mínima que produce hemaglutinación) se dan en ngiml. 
3.9. Estudio de la reswesta inmune a PS-B en diferentes especies animales 
Con objeto de estudiar la inducción de una respuesta específica al PS-B en 
diferentes especies animales, se utilizó el ELISA con recubrimiento con 
estreptavidina anteriormente descrito. Sueros anti-PS-B producidos en conejos, 
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hámsteres y ratones fueron analizados por este ensayo. Adicionalmente, se empleó 
también el ensayo de hemaglutinación con objeto de comparar la sensibilidad y 
especificidad de ambos ensayos, y para valorar el título del suero policlonal de 
caballo H46, que presenta especificidad para el PS-B. 
POLISACARIDO 
~ m~i”uu”uu~ 
- Antigeno de recubrimiento 
Figura 29. Evaluación del título y especificidad de antisueros de conejo para seragrupado y 
comparación de dos agentes bloqueantes. 
3.9.1 .Coneio 
En primer lugar se evaluó el título y especificidad de un suero comercial 
inmune de conejo producido por hiperinmunización con la bacteria completa 
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(Nmeningitidis grupo 6) utilizado habitualmente en diagnóstico para la 
identificación del serogrupo, y comparándolo a sueros similares específicos para los 
grupos A y C. Los resultados de este ELISA, en el que también se evaluaron las 
propiedades como bloqueantes de SkiM y FCS se muestran en la figura 29. En 
contraste con los grupos A y C, para los que se observó que los sueros 
presentaban un título alto, N.meningítidis grupo B parecía fallar en originar una 
respuesta específica: el título no sólo era bajo sino que se prácticamente se 
solapaba con la unión inespecífica. Los resultados obtenidos con sueros de dos 
fuentes comerciales (Difco y Pasteur) no fueron significativamente diferentes. 
Antígeno de recubrimiento 
Inversa de la dilución del suero 
Especificidad del suero 
~7 PS-B 
.;. ps-c 
~4 SRBC 
~: Cadena lambda humana 
Figura 30. E~pzcificidad del suero de conejo ant¡-PS-B. Pruebas comparatIvas con otros swxos 
y  antígenos de recubrimiento. 
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Por otra parte, y contrariamente a lo observado anteriormente, se comprobó 
que en este caso la leche funcionaba mejor como bloqueante que el suero de 
ternera fetal. Con objeto de comprobar si esta respuesta anti-PS-B era realmente 
específica, se comparb la unión de otros sueros policlonales de conejo a placas 
recubiertas con PS-B, o con otros antígenos (Fig.30). Se puede comprobar que el 
suero policlonal de conejo anti-PS-B tiene realmente especificidad por el 
polisacárido puesto que es el único en unirse a placas recubiertas con PS-B, pero 
también tiene otras especifidades puesto que también se une significativamente a 
placas recubiertas con BSA y polisacárido capsular de N.meningitidis grupo C. 
. 
. 
-Log de la dilución del suero 
Figura 31. Determinaciún dc la fracción IgG da los sueros de conejo am-PS-A y am-PS-C. 
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Como en el caso anterior con el suero de ratón anti-PS-B, en los sueros de 
conejo tambien era posible medir isotipos, y se pudo observar en los caso de los 
polisacáridos de NmgA y C que una parte importante de la respuesta era debida a 
IgG (Fig.31). Al comparar los resultados obtenidos por el ELISA con estreptavidina 
con los obtenidos por hemaglutinación (Tabla VI), se observa 
una sensibilidad 100 veces mayor en el caso del ELISA , tanto para los sueros 
policlonales de conejo, como para el monoclonal MB-85 anteriormente titulado. 
Además, y contrariamente a lo que sucedía en conejo, la hiperinmunización con 
NmgB si inducía en caballo un título alto de anticuerpos anti-PS-B, equiparable al 
inducido en conejo con NmgA o NmgC. 
Tabla VI. Títulos de hemaglutinsción de MB-85 y  anticuerpos policlonales de conejo y  caballo 
con SRBC sensibilizados con el oolisacárido homólozo o con oolisacáridos hetarólonos. 
MB-85 
Polisacárido utilizado para sensibililizar eritrocitos 
PS-A PS-B PS-C 
N.D. 430-660 nglml N.D. 
Suero anti-B 
Suero anti-A 
Suero anti-<: 
II-46 
1/400-1/600 
1116.000-1132.000 
1/8.000-1/16.000 
N.D. 1/6.000-lf16.000 N.D. 
El signo wgativo indica que no hay hrmaglutinación a la concentración más alta empleada 
(11100). Los valores representados son la última concentración que produce hemaglutinación y  
la primera que falla an producirla. Con objeto de comparación con valores de ELISA, se toma 
cI valor medio entre estos dos valores. Las concentraciones 52 dan en ngiml de anticuerpo 
monoclonal o dilución del suero para los policlonalrs. N.D.: no determinado. 
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3.9.2.Hámm 
Con objeto de comprobar si el fallo en la obtenci6n de títulos altos de anti- 
PS-B mediante hiperinmunización, era un caso aislado en conejos o se podía 
generalizar para otras especies, se realizó un seguimiento temporal de la respuesta 
a PS-B utilizando un protocolo de hiperinmunización en hámsteres sirios, una 
especie no muy alejada filogeneticamente del conejo. La figura 32 muestra que la 
hiperinmunización en hámster producía también una pobre respuesta anti-PS-B: se 
requerían 4 inmunizaciones para obtener una respuesta significativa, y los títulos 
caían después de la quinta inmunización. 
l/dilución del suero 
200 400 800 
Unión especifica 
Figura 32. Szguimknto temporal de la respuata específica en hámster por hiperinmunización con 
Neisser?a rnerringiridi.s scrogrupo B. 
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3.9.3.Rat&n 
Se produjeron sueros de ratón utilizando tres inmunógenos diferentes: 
bacterias (NmgW formalinizadas, polisacárido purificado, y complejo no covalente 
de proteínas de membrana externa y PS-B. El título y especificidad de las 
respuestas secundarias y terciarias se analizaron por ELISA (la respuesta primaria 
fue muy baja con los tres inmunógenos). La figura 33 muestra que únicamente el 
complejo inducía un título moderadamente alto de respuesta específica a PS-B, 
mientras que las respuestas inducidas por PS-B o bacterias enteras eran muy bajas, 
solapando esta última con las curvas de unión inespecifica. 
I/COM 
F 
I/WB 
ll 
Figura 33. Inmunizxión en ratón con diferentes inmunógenos. I/COM=inmuniztciõn con 
complejo no covalente de proteínas de membröna externa y PS-B; I/PS=inmunización con PS-B 
purificado; IiWB= inmunización con la hactwia entera. 
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La diferencia en las respuestas obtenidas entre el PS-B purificado y el 
complejo no covalente no podía explicarse en base a diferencias inmunológicas del 
polisacárido en los dos inmunógenos, puesto que cuando ambos fueron 
comparados en un ensayo de inhibición de la hemaglutinación, el título resultante 
fue idéntico cuando se comparaban en base a cantidad de ácido siálico presente 
en las dos muestras (resultados no mostrados). Por otra parte, al estudiar la 
respuesta originada por otro polisacárido capsular purificado (el de NmgA) se podía 
observar un título significativo desde la primera inmunización (Fig.34). 
3.lO.Nuevos formatos de ELISA 
A pesar de las ventajas del ELISA con prerecubrimiento con estreptavidina 
para la determinación de anticuerpos anti-PS-B, el ensayo mostraba altas uniones 
inespecíficas cuando se empleaban sueros poco diluidos (diluciones menores de 
1 /l OO). Nuestros esfuerzos para eliminar esta inespecificidad a través tanto de la 
optimización de los diferentes pasos del ensayo como de cambios cualitativos y 
cuantitativos en la solución bloqueante fueron infructuosos. El principal factor que 
contribuía a la unión específica en nuestro sistema era el tiempo de incubación 
entre la fase sólida y el suero. Al trabajar con anticuerpos anti-PS-B que suelen ser 
de baja afinidad, se requieren tiempos de incubación con la fase sólida más largos, 
con objeto de aumentar la sensibilidad del ensayo, resultando en mayores valores 
de fondo inespecífico debido a la deposición inespecífica de anticuerpos. Con 
objeto de resolver estos inconvenientes se plantearon dos abordajes experimentales 
cuyos resultados se enumeran a continuación. 
3.10.1.ELISA en fase liauida 
En este tipo de ensayo se intentó resolver el problema anteriormente 
mencionado disminuyendo el tiempo de incubación del anticuerpo con la fase sólida 
sin que existiera la consiguiente reducción en el tiempo de interacción 
antígenolanticuerpo. Para ello esta última interacción se sacó fuera de la placa de 
microtitulación. La titulación de MB-85 con varias concentraciones de complejo 
avidina/PS-B se muestra en la figura 35 a dos tiempos de revelado con p-NPP. 
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Figura 35. ELISA en flise líquida: comparación de diferentes tiempos de revelado.
3.1 O.2.ELISA revelado con comolemento
Mediante este abordaje experimental se intentó eliminar la unión inespecífica
cambiando el sistema de revelado: se introducía un paso adicional después de la
incubación antígeno/anticuerpo de incubación con una fuente de complemento y
se desarrollaba el ELISA detectando un determinado tipo de fragmento de
complemento (C3) depositados teóricamente por la presencia de complejos
antígeno/anticuerpo, discriminando así entre inmunoglobulinas depositadas en la
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sólida específicamente (por interacción con el antígeno> e inespecíficamente
meras interacciones físicas). Los resultados de la figura 36 muestran un
yo de este tipo utilizando MB-85.
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Figura 36. ELISA anti-PS-B revelado con complemento. Controles con BSA en lugar de
polisacárido no mostraban ninguna señal de absorbancia.
Aunque los resultados mostrados son prometedores este tipo de ensayos
también presentaba limitaciones: incubaciones más largas de 30 minutos o con
diluciones menores de 1/100 con la fuente de complemento mostraban una
deposición inespecífica de C3 en las placas (resultados no mostrados).
Utilizando el m¡smo diseño experimental se realizó un ensayo en el que se
sustituyó el anticuerpo monoclonal MB-85 por limulina, con objeto de averiguar si
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esta era capaz de inducir activación de complemento. Los resultados (no
mostrados> indicaron que al menos en este sistema la limulina no activaba el
complemento.
3.11 Nuevos formatos de ensayos hemolíticos
La capacidad de sensibilizar eritrocitos con PS-B por incubación directa de
ambos, convierte a este tipo de ensayos en simples, rápidos y flexibles para el
estudio de la respuesta inmune al PS-B. El inconveniente que presentan los
sistemas tradicionales era la gran cantidad de reactivos que consumía el ensayo
que se solía realizar en tubos de ensayos. A continuación se presentan 3 tipos de
ensayos que persiguen un objetivo común: la miniaturización de los ensayos de
hemólisis y el consiguiente ahorro en reactivos.
3.11.1 .Esoectrofotometría a 405 nm
Este método es una adaptación de uno preexistente para medir activación
de la vía alternativa de complemento y no precisa incubación posterior a la lisis de
los eritrocitos. El ensayo mide valores de absorbancia a 405 nm del Usado de
eritrocitos y mediante este ensayo se llevó a cabo un estudio de la influencia de la
densidad antigénica de los eritrocitos y la fuente de complemento en la activación
de complemento (hasta la última etapa de inserción del complejo de ataque>
mediada por anticuerpos anti-PS-B utilizando el anticuerpo MB-85. En la figura 37
se puede apreciar una estricta dependencia tanto de la concentración de anticuerpo
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como de la densidad antigénica en la activación de la vía clásica del complemento.
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Figura 37. Dependencia de la densidad anti2énica de PS-E para la activación de la vía clásica del
complemento.
El anterior ensayo fue llevado a cabo con suero humano normal como fuente
de complemento. Cuando el ensayo fue llevado a cabo con una fuente homóloga
a la del anticuerpo empleado, es decir ratón, no se pudo apreciar ninguna señal de
activación de complemento por encima de los niveles del control <resultados no
mostrados), a pesar de emplear dos lotes diferentes de suero normal de ratón,
obtenidos a partir de diferentes grupos de ratones. Esta fuente de complemento
fallaba en lisar también el sistema SRBC/anti-SRBC.
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3.11 .2.Actividad oseudooeroxidasa de la hemoglobina
El ensayo utiliza la actividad pseudoperoxidasa de la hemoglobina para
amplificar la señal producida en la lisis de los eritrocitos mediante la adición de un
substrato adecuado. Primeramente se evaluaron dos substratos diferentes
utilizados corrientemente como substrato de la peroxidasa: DAB y OPD. La figura
38 muestra claramente la mayor señal producida por el OPD por lo que fue éste el
substrato empleado en el ensayo de hemólisis.
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Figura 38- Comparación de DAR y OPD como substratos para medir la actividad
pseudoperoxidasa de la hemoglobina.
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Figura 39. Hemólisis medida por absorbancia a 405 nm o mediante la actividad pseudoperoxidasa
de la hemoglobina. Los eritrocitos fueron sensibilizados con anti-SRHC o anti-PS-B.
Los ensayos de hemólisis realizados mediante la medida de la actividad
pseudoperoxidasa resultaron mucho más sensibles que su contrapartida mediante
absorbancia a 405 nm (Eig.39), tanto para medir eritrocitos sensibilizados con anti-
SRBC como con anti-PS-B, con la ventaja añadida de utilizar volúmenes mucho
menores de reactivos.
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3.11 .3.Citofluorimetría de flujo
Los anteriores ensayos de hemólisis tenían en común que ambos medían
hemólisis a partir del lisado. En el ensayo desarrollado mediante la técnica de
citometría de flujo la hemólisis es medida en función de la desaparición de los
eritrocitos sensibilizados. Los resultados de la hemólisis medida por este método
en el sistema SRBC/ant¡-SRBC y su comparación con los obtenidos por los métodos
espectrofotométricos anteriormente descritos, y los histogramas a partir de los
cuales se generaron estos, se muestran en la figura 40 y 41, respectivamente.
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4.DISCUSIÓN

4.1 .ELISA: algunas consideraciones teóricas
La fuerza de unión de un anticuerpo a antígenos multivalentes, afinidad
funcional o avidez, es principalmente función de dos componentes: afinidad
intrínseca y valencia efectiva (97). La primera representa la fuerza de la interacción
para una sola pareja epítopo-parátopo, mientras que la flexibilidad segmental del
anticuerpo y la distribución de epítopos del antígeno, determinan la valencia
efectiva: el número de parátopos que pueden interaccionar simultáneamente con
los epítopos. La fuerte dependencia del ELISA de la densidad de epítopos se ha
demostrado en cierto número de estudios, y especialmente en aquellos que
emplean anticuerpos de baja afinidad (153,207). Por tanto, uno de los
requerimientos más importantes de las placas de microtitulación empleadas en
ELISA es que deberían ser capaces de unir suficiente antígeno, y que este
permaneciera unido a la placa durante todo el ensayo. La máxima cantidad de unión
de material soluble a la superficie sólida depende de las características de esta. El
cloruro de polivinilo y las placas de poliestireno son los materiales empleados más
frecuentemente en ELISA, debido a su inherente capacidad de ser “pegajosas” para
muchas proteínas. La medida de anticuerpos de baja afinidad requeriría
modificaciones especiales en las condiciones del inmunoensayo para conseguir
independencia de la afinidad, tales como una alta densidad de epítopo y de
concentración de antígeno (102>. Una de las posibles opciones para aumentar la
densidad antigénica en placas de microtitulación sería la de establecer un ‘~puente”
entre la placa y el antígeno que mejore la capacidad de unión a este último de la
fase sólida.
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4;2.Utilización de lectinas con especificidad para siálico
Los primeros candidatos a actuar como “puente” entre fase sólida y PS-E
fueron dos lectinas con capacidad de unión a NeuNAc: WGA y limulina. WGA fue
escogida a partir de la revisión de unos estudios en los que se había utilizado esta
lectina con este mismo objeto, así como para la preparación de columnas de
afinidad, en un sistema que utilizaba polisacáridos de estreptococo grupo B que
contenían NeuNAc en su estructura <95,111). A pesar de que la unión a WGA se
encuentra bien documentada (95,111,227), en nuestro sistema falló
completamente en unir PS-B, comprobando con posterioridad por diversos trabajos
que la especificidad principal de esta lectina es N-acetil-glucosamina y sólo une
NeuNAc con una muy baja afinidad (75,176).
La lectina de lJmu/us po/¡phemus, conocida como limulina o proteína
reactiva-C de ljmulus po/iphemus, es una glicoproteina de 400 Kda que reconoce
como ligandos principales, en una unión dependiente de calcio, NeuNAc y
fosforilcolina (176,214). La limulina ha demostrado mayor afinidad para
homopolímeros de NeuNAc que para heteropolímeros o NeuNAc, y en el presente
trabajo demostró unirse de forma independiente de la presencia de calcio al PS-B.
Cuando se probó su capacidad como puente entre PS-B y las placas de
microtitulación mostró resultados bastante aceptables, pero también una fuerte
dependencia del tampón utilizado en el ensayo. Así, en ensayos que emplearon
suero de ternera fetal, la unión del PS~B a la fase sólida mediada por limulina
resultaba abolida. Esto es explicable por la presencia en el suero de ternera fetal
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de fetuina, una glicoproteina por la que muestra una afinidad alta la limulina.
Puesto que en otros sueros es previsible la presencia de gran número de
glicoproteinas, algunas de las cuales podrían estar sialidadas, el uso de limulina en
este tipo de ELISA quedaba bastante limitado. No obstante podría ser de gran
utilidad en el desarrollo de columnas de afinidad, similares a las preparadas con
WGA para purificar polisacáridos de estreptococo grupo 6 (95), para la obtención
y purificación de PS-B, que en la actualidad resulta un proceso lento, complejo y
laborioso como pudimos ver en la sección correspondiente de materiales y
métodos. -
-s
4.3.La biotinilación selectiva
En el desarrollo de técnicas inmunoenzimáticas, ha existido un gran auge en
la aplicación de la interacción de alta afinidad avidina/estreptavidina-biotina desde
los primeros trabajos de Guesdon y col. (104). Algunos de estos trabajos se han
enfocado en la preparación de polisacáridos bacterianos biotinilados y su aplicación
a ensayos de ELISA para cuantificar anticuerpos específicos (252,278). Estos
métodos implicaban el acoplamiento a biotina mediante un derivado de hidrazida
adipídico o a través de un grupo carboxilo o hidroxilo. Además de ser complejos y
tediosos, estos procedimientos daban como resultado la introducción de múltiples
grupos de biotina en los polisacáridos con el riesgo concomitante de alteración
conformacional. En el caso especial del polisacárido de EcK1, indistinguible
inmunologicamente de PS-B, la biotina es acoplada por modificación del grupo
carboxilo. Sin embargo se ha demostrado que modificaciones del grupo carboxilo
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en PS-B abolían la inmunogenicidad (154). El método presentado aquí intenta
resolver estos problemas mediante dos abordajes experimentales: la utilización de
minicolumnas de centrifugación en los pasos intermedios de purificación y la
selectividad del método de biotinilación empleado, mediante una oxidación suave
con periodato del residuo terminal del polisacárido.
La tecnología de minicolumnas centrifugadas (“spin-column”), ampliamente
utilizada en técnicas de PCR y clonaje molecular (66> y recientemente reevaluada
para la concentración de soluciones de proteínas diluidas (231), permite reducir el
tiempo de marcaje de días a horas. También permite la utilización de muestras
iniciales muy pequeñas y mejora el marcaje gracias a la casi instantánea eliminación
del exceso de reactivos en los pasos intermedios, evitando así la producción final
de posibles inhibidores de la interacción polisacárido biotinilado-avidina (278).
Una contribución adicional a la especificidad del método es la de introducir
una única molécula de biotina en el polisacárido, siendo minimizada la posible
distorsión de la estructura tridimensional de este. Esto es particularmente
importante en el caso del polisacárido, para el cual se ha postulado la existencia de
determinantes conformacionales. Por otra parte, la biotinilación selectiva permite
la determinación de la longitud del PS-B de forma rápida y simple mediante la
medida simultánea de PS-E como cantidad de ácido siálico, que es una
determinación rutinaria para calcular los rendimientos de PS-B biotinilado, y biotina
<96). Pueden prepararse de esta manera, complejos no covalentes de
avidina/estreptavidina-PS-B de composición conocida mediante un puente de
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biotina. Esto podría potenciar el estudio de complejos proteína-polisacárido en el
desarrollo de nuevas vacunas, y facilitaría la incorporación de adyuvantes e
inmunomoduladores previamente biotinilados, dado que un complejo equimolecular
de avidina-biotina-PS-B dispone aún de tres sitios libres para unir biotina.
4.4.lncubaciones extendidas con AP
Con objeto de posibilitar la detección de bajas concentraciones de muestra,
la optimización de las condiciones del ensayo es un factor importante a la hora de
conseguir este objetivo. La elección adecuada de una alternativa enzima/substrato
cromógeno adecuada puede mejorar substancialmente la sensibilidad del ensayo.
Entre las diferentes combinaciones empleadas como marcadores en inmunoensayos
enzimáticos heterogéneos dos son los más comunes: La peroxidasa de rábano/o-
fenilendiamina (HRP/OPD) y la fosfatasa alcalina/p-nitrofenil fosfato (AP/pNPP). La
peroxidasa cataliza la reducción de H202 con la consiguiente oxidación de un
cromógeno que produce un cambio de color medible ópticamente. OPD parece ser
el cromógeno que da las lecturas más altas de absorbancia pero también produce
uno de los fondos más altos debido a la baja estabilidad que da como resultado la
descomposición espontanea al cabo de pocas horas <6). Además la incubación
prolongada enzima/substrato no mejora los límites de detección puesto que el
enzima es inactivado a tiempos largos por su propio substrato: H202. AP cataliza
la hidrólisis de ésteres de fosfato para dar fosfato inorgánico y un grupo fenólico
saliente (255). La formación de este grupo fenólico puede seguirse
espectrofotometricamente con p-NPP. Tanto p-NPP como su producto de reacción,
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p-wiitrofenol, son muy estables a temperatura ambiente (213>.
Una revisión de la literatura reciente sobre sistemas de detección enzimática
(45), muestra que se pueden obtener resultados comparables en los niveles de
detección de antígeno mediante AP cuando esta es empleada en un sistema de
detección amplificado a tiempos cortos (40 mini, o cuando se emplea pNPP, el
substrato convencional del enzima, en períodos de incubación extendida de hasta
24 h. Se obtuvieron datos esclarecedores cuando se probaron tiempos de
incubación extendidos con conjugado de AP, empleados para revelar sistemas de
ELISA, utilizando pNPP como substrato: la sensibilidad aumentaba a medida que
lo hacían los tiempos de incubación, incluso hasta 15 días. Cuando esto se aplicó
a ELISAs antígeno-específicos, solo el nivel de unión nespecífica fue un factor
limitante en la sensibilidad del ensayo <114). Este es prácticamente insignificante
en el caso del conjugado de AP (Fig.20>, pero es apreciable cuando existe una
incubación previa con anticuerpo y especialmente cuando se emplean sueros
(Fig.24).
4.5.EI ELISA con recubrimiento con estreptavidina
La sensibilidad obtenida con este ensayo es excelente, particularmente al
considerar que los anticuerpos anti-PS-B son de baja avidez (167). Esta resulta ser
unas 100 veces mayor que el ensayo de hemaglutinación o el ELISA con
recubrimiento con poli-L-lisina, y la comparación con un ELISA recientemente
optimizado para el polisacárido neumocócico tipo III (555-111) mostró que el límite
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de detección del presente ensayo, 5 ng/mI, se encuentra por debajo del de SSS-Mí,
para anticuerpos monoclonales de ratón del mismo isotipo (lgM) que los detectados
aquí (68>.
La especificidad del ensayo fue probada en experimentos de inhibición con
el polisacárido nativo en un EIA competitivo, que invierte las diferentes capas del
ensayo: Anticuerpo monoclonal-PS-B biotinilado-estreptavidina (marcada con
enzima) en lugar de estreptavidina-PS-B biotinilado-anticuerpo monoclonal que es
la disposición del ELISA. No solo se demostró la especificidad de la interacción
entre el anticuerpo monoclonal MB-85 y el PS-B biotinilado, sino que también se
pudo observar una débil reactividad cruzada con un polisacárido capsular
estructuralmente no relacionado, el de NmgA, y un patrón de inhibición
cuantificable para NeuNAc, el monómero de PS-E, similar a la descrita en estudios
anteriores por electroforesis de afinidad (21 2). Estos datos confirmaban ensayos
de inhibición anteriores llevados a cabo mediante un HIA muy sensible capaz de
detectar menos de 1 ng/ml de PS-B, y le capacitan como una potente herramienta
para el estudio de determinantes en PS-B (118,154>.
Una comparación de las respuestas anti-PS-B en ratones inmunizados con
un complejo no covalente de OMPs y PS-B tal y como se determinaron por el
presente ELISA con los datos obtenidos por un radioinmunoensayo en fase sólida
(SPRIA> que utilizaba el mismo inmunógeno y calibrado con el mismo anticuerpo
monoclonal que el empleado aquí (MB-85> (159), reveló resultados muy similares
entre ambos. Los valores del ELISA para la respuesta secundaria a día 7 eran de
121
86 pg/ml comparados a los 64,3 vg/ml del SPRIA, y los valores para la respuesta
terciaria fueron de 208 pg/ml a día 10 por ELISA comparados con los 274 pg/ml
a día 7 y 121 pg/ml a día 14 del SPRIA. Así, el ELISA proporciona una alternativa
al SPRIA, un ensayo que es técnicamente complejo y prohibitivamente caro debido
a la inestabilidad de los reactivos. El ensayo podía también aplicarse al estudio de
isotipos (Fig.25).
4.6.Efecto del bloaueante en el ELISA anti-PS-B
Con objeto de minimizar la unión inespecífica, dos de los bloqueantes de uso
más generalizado fueron comparados en un estudio utilizando tanto sueros como
un anticuerpo monoclonal (Fig.26>. Los resultados muestran un comportamiento
anómalo de la leche descremada, y especialmente en el caso del anticuerpo
monoclonal. Se ha publicado que la leche contiene un inhibidor de la interacción
biotina-estreptavidina (110), pero en este caso la leche fue empleada en un paso
posterior a esta interacción, y cuando fue empleada en un ELISA con polisacáridos
A y C biotinilados (Fig.29) demostró ser un excelente bloqueante que disminuía la
unión inespecífica. A partir de estos datos y otros publicados <215,284), deben
recalcarse las precauciones a la hora de emplear leche descremada en sistemas de
ELISA y especialmente en el caso del ELISA PS-B específico, puesto que esta
interfiere en una forma aún no determinada. Como alternativa a la leche
descremada, se podría emplear la caseína que ha demostrado ser una de las
proteínas purificadas más efectivas en reducir la unión inespecífica en ELISA
<13 1,142,284>.
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4.7.Características del reconocimiento de oolvNeuNAca2-8 por anticuerpos
específicos: dependencia de la temneratura
La extrema dificultad tanto en la producción de antisueros como de
anticuerpos monoclonales específicos para polyNeuNAca2-8 (82,189), ha
obstaculizado el estudio de las interacciones existentes entre polyNeuNAca2-8 y
anticuerpos dirigidos contra epítopos presentes en esta estructura, aunque
actualmente existen numerosos anticuerpos monoclonales de esta especificidad,
tanto de isotipo lgM (183,189,218,304> como lgG (82,246). El concepto
tradicional sobre reconocimiento por anticuerpos de antígenos polisacáridos de que
tan solo seis o siete residuos forman el epítopo de unión (15,123,199), no se
ajusta a los datos conocidos de la interacción entre el polyNeuNAca2-8 con
anticuerpos específicos <108,121,156>.
La conformación de un homopolímero lineal de un único azúcar unido por un
único tipo de enlace glicosídico viene determinada por el tipo de éste, que controla
la posición de cada anillo del azúcar respecto a los residuos adyacentes a los que
se encuentra unido <214). La naturaleza repetitiva del patrón de unión resulta en
una estructura periódica regular del polímero. Se han llevado a cabo diferentes
estudios que han tratado de dilucidar la estructura tridimensional del
polyNeuNAca2-8 por resonancia magnética nuclear. Existen estudios que sugieren
que el polímero adopta una estructura helicoidal en solución (297). Otros estudios
en cambio postulan que el polisacárido existe predominantemente en solución en
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forma de enrollamiento al azar, con la presencia ocasional de hélices locales de tipo
extendido (39>, siendo estas el epítopo reconocido por anticuerpos anti-
polyNeuNAca2-8.
Oligosacáridos más pequeños de la misma estructura repetitiva son capaces
de- inhibir completamente la unión del anticuerpo al polisacárido nativo a altas
concentraciones (121,211,246), e inclusoes posible inhibir esta unión con NeuNAc
(59,211), indicando que los mismos anticuerpos unen antígenos más pequeños que
el polisacárido nativo pero con menor afinidad.
La presencia de epitopos conformacionales explicaría como se puede
producir una respuesta de anticuerpos específicos por un polisacárido que tenga
unidades estructurales repetitivas idénticas a la del oligosacárido del hospedador
sin producir reacciones cruzadas entre los anticuerpos antipolisacárido y los
antígenos del hospedador (295>, como es el caso de sialogangliásidos y
sialoglicoproteinas con cadenas cortas de NeuNAc unido por enlaces a(2-8)
presentes de forma ubicua en superficies celulares (156>, pero no descartaría la
posibilidad de reactividad cruzada in vivo con largas cadenas de polyNeuNAca2-8
presentes en NCAM.
Además de los requisitos conformacionales, existe otro tipo de restricción
en la interacción entre polyNeuNAca2-8 y sus anticuerpos específicos: la
temperatura. Anticuerpos anti polyNeuNAca2-8 muestran una reducción en la
avidez muy acusada cuando se incrementa la temperatura de 40 a 370 (167). Esta
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diferencia de avidez aún es considerable cuando se comparan temperaturas de 220
y 370 (233). Esta disminución de avidez a 370 se traduce en una dependencia de
la concentración antigénica para la unión del anticuerpo (60). Sólo superficies con
una alta densidad de polyNeuNAca2-8, como las cápsulas de NmgB o EcK1, serían
reconocidas por el anticuerpo específico a 370, mientras que células del hospedador
con esta estructura no cumplirían estos requisitos in vivo, aunque polyNeuNAca2-8
de NCAM podría ser reconocido en ensayos ir> vitro realizados generalmente a 40
o temperatura ambiente.
Un comportamiento similar en la dependencia de la densidad antigénica y de
la temperatura se ha observado en ciertas macroglobulinas de Waldestrñm lgM con
actividad de aglutininas y crioglobulinas (265,291>. Ambas propiedades parecen
tener como base común la unión inmune a residuos de ácido siálico: a
carbohidratos que contienen NeuNAc en las membranas de los eritrocitos o en
propias las macroglobulinas, respectivamente. Estos estudios aportan un nuevo
punto de vista respecto a la naturaleza de la respuesta inmune al PS-B.
4.8.Estudio de la respuesta inmune a PS-B en diferentes especies animales
Los estudios realizados en diferentes especies animales utilizando el ELISA
de prerecubrimento con estreptavidina han puesto de manifiesto el fallo de las
bacterias enteras en la obtención de una respuesta a PS-B. Podría deducirse que
este es un fallo extendido en diversas especies animales, y explicaría las reacciones
dudosas y falsos positivos en procedimientos diagnósticos que emplean reactivos
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peliclonales PS-B específicos (258) y la gran dificultad en la obtención de
anticuerpos monoclonales específicos (189). El alto título de un suero policlonal de
caballo parece ser la excepción. Experimentos previos han sugerido que la
respuesta inmune del caballo a antígenos polisacáridos difiere de la de ratón <168),
y un comportamiento substancialmente diferente al de otros anticuerpos anti-PS-B
se ha publicado para H46 (154).
Los complejos no covalentes han demostrado ser los inmunógenos óptimos
para obtener una respuesta anti-PS-B. Las OMPs derivadas de NmgB han
demostrado actividad mitogénica para linfocitos y esta actividad ha sido
aprovechada en vacunas conjugadas para inducir fuertes respuestas IgO contra el
polisacárido capsular de Haemophi/us influenza tipo b (160), pero suponer que la
respuesta anti-PS-B al complejo es debida exclusivamente al efecto del soporte
protéico es cuestionable. Meningococos enteros han mostrado ser inmunogénicos
para linfocitos humanos de sangre periférica (178), pero en nuestros experimentos
fallaban en inducir una respuesta anti-PS-B, y la respuesta inducida por los
complejos estaba restringida a lgM. El aumento de inmunogenicidad del PS-B en
ratones se relacionaba con un aumento en el grado de unión del polímero a OMPs
en complejos no covalente <159). En nuestros estudios, hemos utilizado complejos
preparados por el método de Moreno y co14184> que mostraban una proporción
alta de PS-B/OMPs. Complejos no covalentes con una baja proporción de estos
componentes o complejos covalentes que utilizan una molécula de toxóide tetánico
como soporte protéico, inducen respuestas anti-PS-B de baja magnitud (119,159).
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¿Que podría explicar las diferencias asociadas al inmunógeno en la respuesta
anti-PS-B?. Tanto los mecanismos de activación de células E por antígenos T-
independientes, como la naturaleza del epítopo asociado con este antígeno nos
podrían proporcionar la respuesta. El “cross-linking” de receptores antigénicos, lgM
e IgO, en los lifocitos E maduros por ligandos multivalentes, juega un papel crítico
en la fase inductiva de la respuesta humoral (112,182). En relación con esto se ha
postulado, modelo del “inmunon”<63,64>, que un número mínimo de receptores
antigénicos deben estar conectados juntos como un grupo espacialmente compacto
(“inmunon”) antes de que la señal inmunogénica pueda ser liberada al receptor
celular. También predice el requerimiento de un número mínimo de haptenos unidos
espacialmente para la inmunogenicidad. Moléculas que se encuentren por debajo
del valor umbral tanto de valencia de haptenos (epitopos) como de masa molecular,
sería incapaces de formar un agregado de receptores antigénicos suficiente para
la formación del inmunon. Los polisacáridos capsulares son antígenos T-
independientes compuestos de poco epitopos pero muy repetidos, que les
capacitan a realizar el “crosslinking” de los recptores específicos en las células E
y disparar la respuesta inmune humoral sin ayuda de las células T, aunque se ha
postulado un papel modulador para estas últimas (23), y de nuevo es un
mecanismo de “crosslinking” (mediado por lgD (49)), el que podría explicar, al
menos parcialmente, este último proceso.
En el caso de la molécula de PS-B, la presencia propuesta de un epítopo
conformacional resultaría probablemente en una baja proporción de
epítopos/molécula. Así, el epítopo presentado en el polisacárido purificado nativo
127
o’en un complejo equimolecular con un soporte protéico (119>, es incapaz de
di~sparar la respuesta inmune por que la estructura antigénica se encontraría por
debajo de los valores umbral de la valencia de epítopos. Por analogía, cuando el
epítopo se presenta en una superficie, como una bacteria o una vesícula de
membrana externa, el espaciamiento entre los epítopos puede ser critico para
inducir una respuesta específica. Sólo un agrupamiento compacto de epítopos,
directamente dependiente de la densidad antigénica en este caso, podría funcionar
como estímulo. Tan sólo los complejos con una proporción PS-B/OMP alta parecen
reunir estos requisitos, y los complejos con una baja proporción de PS-6/OMP así
como las bacterias enteras, fallan en este aspecto. En contraste, las bacterias
enteras son buenos inmunógenos para la inducción de una respuesta específica a
los polisacáridos capsulares de NmgA y NmgC (y al menos el polisacárido capsular
del primero parece ser también un inmunógeno aceptable>. Ambos presentan
epítopos convencionales: lineales y repetitivos, en los cuales el agrupamiento de
epítopos esta presente en la misma molécula del polisacárido. Factores adicionales,
tales como la estabilidad y concentración del antígeno, o el número, afinidad ‘y
mobilidad de los receptores específicos, deben también jugar un papel importante
en la interacción célula B-antígeno, y cualquier de ellos podría ser la base para
explicar la diferente respuesta anti-PS-R equina.
49.E¡ ELISA en fase líquida
Las ventajas de este formato de ELISA respecto a los convencionalmente
utilizados son evidentes. En primer lugar, el riesgo de alteración en la presentación
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y/o conformación del antígeno se minimiza, evitando los posibles impedimentos
estéricos durante la asociación antígeno anticuerpo y los inconvenientes de una
difusión unidireccional restringida al ligando soluble, puesto que la interacción
antígeno-anticuerpo es llevada a cabo antes de la absorción a la fase sólida. Por
otra parte, el pocillo de una placa de microtitulación es un área con una superficie
limitada para la unión de antígeno, dando como resultado una progresiva
saturación, incluso cuando se establecen puentes entre la fase solida y el antígeno,
como es el caso del ELISA con prerecubrimiento con estreptavidina. Por encima de
un nivel óptimo, la un¡ón de antígeno no es aumentada por la cantidad de antígeno
utilizada para el recubrimiento. En el ensayo en fase líquida se observa un aumento
en la sensibilidad al utilizar concentraciones crecientes de antígeno (Fig.35).
Por otra parte, los resultados del ELISA en fase líquida corroboran una
proposición anterior: el bajo número de epítopos funcionales existentes por
molécula de polisacárido. Suponiendo un peso molecular de 900.000 para la lgM
de ratón y de 60.000 para PS-B, a la máxima concentración empleada de PS-B (20
pg/ml) la relación molecular PS-B/lgM es de más de 400:1, y aún así se observa un
incremento en la señal como consecuencia de una mayor cantidad de anticuerpo
monoclonal unido por el polisacárido. Probando otras concentraciones crecientes
de PS-B podríamos averiguar a que concentración se produce el equilibrio en la
unión PS-B/anti-PS-B.
Por último el ELISA en fase líquida podría permitir examinar diversas
cuestiones planteadas por las peculiaridades de la respuesta anti-PS-B. La casi
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cómpleta ausencia de una respuesta lgG a PS-B, incluso cuando este forma un
complejo con proteínas ¿representa realmente una restricción isotípica, o
simplemente refleja un defecto en el ensayo en la medida de anticuerpos de baja
avidez que carecen del efecto “multiplicador” de la polivalencia?. Datos obtenidos
previamente por ELISA con parejas de anticuerpos monoclonales lgG-lgM
específicos para la cápsula de EcK1 que compartían regiones V idénticas <21 7), no
descartan esta última posibilidad. La posibilidad de emplear concentraciones
crecientes de antígeno en el ELISA en fase líquida facilitaría la contestación a este
tipo de cuestiones.
4.1O.ELISA revelado con complemento
El ELISA revelado con complemento ofreció excelentes resultados cuando
se empleó en el sistema MB-85/NHS, después de un proceso de optimización en
el que se tuvieron que investigar los factores que podían interferir en este tipo de
ensayo y que se pudieron delimitar a la deposición inespecífica de C3 en las placas
de poliestireno a concentraciones altas del suero utilizado como fuente de
complemento o incubaciones más prolongadas del mismo, un proceso que ha sido
descrito en la literatura (194). Este tipo de ensayo ha sido aplicado con éxito en la
determinación de anticuerpos lgM policlonales de conejo específicos para lípido A
y LPS (143) y a la identificación viral (150>, aunque en este caso se utilizó un
componente purificado del complemento marcado con peroxidasa (Clq).
Este ensayo fue también llevado a cabo sustituyendo el anticuerpo
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monoclonal por limulina con objeto de ver si esta era capaz de activar
complemento. Esta cuestión se planteó al observar la gran homología existente
entre la limulina y la proteína reactiva-C humana, una proteína del suero que es
producida rápidamente en respuesta a estímulos inflamatorios. Ambas muestran
aproximadamente un 25% de identidad global y comparten la capacidad de unión
a fosforilcolina <191>, y estudios preliminares han indicado quela proteína reactiva-
C humana es un potente activador de la vía clásica del complemento en presencia
del polisacárido C neumocócico (198), y puede proteger a ratones contra
infecciones por Srreptococcus pneumonia (38,181>. Los resultados del ensayo
fallaron en indicar cualquier indicio de activación de complemento por limulina.
4.11 .Ensavos hemolíticos
Las características físicas del PS-B que permiten unirlo a la superficie de
eritrocitos mediante una simple incubación a 370 sin ningún tipo de manipulación
especial, ha hecho que los ensayos con eritrocitos sensibilizados con PS-B hayan
sido utilizados en el estudio de la respuesta inmune a este antígeno desde hace
mucho tiempo (48,307). Hoy en día y a pesar de las críticas sobre la dificultad de
cuantificación precisa de -este tipo de ensayos, constituyen en alguno de sus
formatos ensayos económicos rápidos y sensibles: el HIA empleado en nuestros
estudios era superior en el nivel de detección al EIA. Nosotros hemos empleado
estos eritrocitos sensibilizados para el desarrollo de diferentes ensayos hemolíticos
que nos permitan obtener un mejor conocimiento de la posible tuncionalidad de loa
anticuerpos anti-PS-B en la activación del complemento y las diversas variables que
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inciden en esta funcionalidad.
- Se desarrollaron tres ensayos diferentes: dos de ellos basados en
determinaciones espectrofotométricas del lisado procedente de la ruptura de los
eritrocitos (absorbancia a 405 nm y actividad pseudoperoxidasa de la
hemoglobina>, y el tercero basado en la determinación del número de eritrocitos
que desaparecidos durante el proceso de hemólisis <citofluorimetría de flujo). A
pesar que tanto la determinación de la actividad pseudoperoxidasa como la
citofluorimetría de flujo se mostraron muy superiores en sensibilidad y ahorro de
-reactivos, se eligió la absorbancia a 405 nm para el estudio de una serie de
variables en el sistema de activación de complemento de PS-B/anti-PS-B, debido
principalmente a la mayor rapidez (no necesita incubaciones ni manipulaciones
adicionales) y al hecho de estar mejor optimizada por haber sido el primero de los
tres métodos puestos a punto. Los resultados de estos estudios pusieron de
manifiesto varias cosas: como en el ELISA anteriormente descrito, se observa una
estricta dependencia de la densidad antigénica en estos ensayos, de tal forma que
sólo aquellos eritrocitos densamente recubiertos con PS-E son hemolisados por el
anticuerpo monoclonal MB-85 en conjunción con complemento humano. Por otra
parte la fuente de complemento es crítica como veremos en el siguiente apartado.
4.12.EI Panel de anticuerpos anticansulares en la protección contra NmciB
Basándose en la premisa anteriormente enunciada de la necesidad de que
cualquier antígeno propuesto como candidato a vacuna meningocócica debe inducir
anticuerpos bactericidas dependientes de complemento, se ha postulado que
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anticuerpos humanos a la cápsula de NmgB no serían protectores en el hombre
debido al fallo de estos en inducir actividad bactericida en conjunción con
complemento homólogo <304,306). En contra de esta afirmación esta el hecho de
que anticuerpos monoclonales anticapsulares de ratón son claramente protectores
contra la infección por NmgB en modelos de protección pasiva (154,218> a pesar
de que, mediante el microensayo hemolítico de fijación de complemento,
comprobamos que estos anticuerpos no lisan eritrocitos sensibilizados con
polyNeuNAca2-8 en presencia de complemento homólogo. La razón de este fallo
puede encontrarse en la bien documentada ineficiencia citolítica del suero murino
<234,267). Por otra parte, la absorción con polyNeuNAca2-8 de diferentes
antisueros preparados por hiperinmunización contra diferentes serotipos de NmgB,
eliminaba completamente la actividad protectora de estos en un modelo de embrión
de polío (76>. A la vista de estos datos ¿Cual o cuales serían los mecanismos
implicados en el efecto protector de los anticuerpos anticapsulares?.
En primer lugar deberíamos considerar el papel de los anticuerpos
anticapsulares en la fagocitosis de NmgB. La importancia relativa de la actividad
bactericida del suero en relación con la destrucción mediada por neutrófilos de
meningococos no se ha podido definir con precisión (155,224>, pero se ha podido
comprobar que el suero humano normal (no inmune) tiene capacidad de opsonizar
NmgB que son fagocitados por leucocitos polimorfonucleares (224,290). Tanto
complemento como anticuerpo son necesarios para este proceso, y aunque la
especificidad de estos últimos no ha sido demostrada de forma concluyente,
existen datos que apuntan directamente a la cápsula: la necesidad de activación
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de la vía clásica para que se produzca opsonización y fagocitosis (290), y la
deposición de C3 a nivel de la cápsula, sugieren que ésta ultima esta mediada por
activación de la vía clásica de anticuerpos anticapsulares. Además la eficiencia y
cinética de opsonización es muy similar en diversas cepas, independientemente de
su serotipo (290), y se ha descrito la presencia de títulos bajos de anticuerpos
anticapsulares en la mayoría de la población adulta (151,156,304). El mecanismo
anterior dependiente de la vía clásica y de células fagocíticas, funcionaria a bajos
títulos de anticuerpo y probablemente seria capaz de prevenir o al menos ralentizar
la proliferación bacteriana hasta un determinado nivel de carga bacteriana,
previniendo la diseminación del inóculo infectánte.
Por encima de un nivel crítico de anticuerpos anticapsulares se dispararía un
segundo mecanismo: la deposición en localizaciones subcápsulares de C3 por la vía
alternativa mediante el efecto anteriormente descrito de inactivación de la
capacidad anticomplementaria de la cápsula mediada por anticuerpos
anticapsulares (115), y la consiguiente activación del complejo de ataque de la
membrana que conduciría a la lisis bacteriana. Este comportamiento bimodal a
diferentes concentraciones de anticuerpos ha sido descrito para otras bacterias
capsuladas con superficies con propiedades anticomplementarias <67).
Aún se podría sugerir un tercer mecanismo por el que los anticuerpos
anticapsulares podrían ejercer un papel de protección para NmgB. Mediante el
mismo mecanismo que posibilita la deposición de C3 por la vía alternativa en
localizaciones subcapsulares, se podría potenciar el acceso de anticuerpos dirigidos
134
4contra antígenos subcapsulares habitualmente enmascarados por la cápsula, y que
gracias a este acceso facilitado podrían ejercer su acción bactericida mediante la
vía clásica del complemento. Este mecanismo explicaría la sinergia observada en
cuanto a su función protectora entre anticuerpos capsulares y no capsulares, tanto
en EcK1 como NmgB (76,137>.
4.13.Estructura de la cápsula: cationes divalentes y a.nucléicos
La cápsula in vivo es heterogénea debido a la capacidad de absorción de una
variedad de iones y macromoléculas. La influencia de cationes divalentes en el
reconocimiento por anticuerpos de polyNeuNAca2-8 puede ponerse de manifiesto
mediante ensayos de hemaglutinación usando polyNeuNAca2-8 purificado como
sensibilizante. Añadiendo Ca4>~ (CICa 0,1 M> al tampón del ensayo, se puede
bloquear la hemaglutinación de eritrocitos sensibilizados con polyNeuNAca2-8 con
un anticuerpo monoclonal específico de este. La influencia de los cationes
divalentes en la expresión de epítopos ha sido puesta de manifiesto también en
LOS (99).
Aunque la cápsula parece ser una entidad estructural uniforme, es muy
probable que se produzca una mezcla con LPS (27>. De hecho, se ha descrito la
formación de complejos entre antígenos O y polisacárido capsular en EcK1 basados
en interacciones no covalentes (196). Y se ha podido determinar que las sales de
calcio y magnesio del LPS forman estructuras extendidas de forma acintada (129),
que podrían constituir el armazón sobre el que se estructurarían las fibras densas
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de la capa interna de la cápsula de EcKl (129>. Por otra parte, durante los
procesos de purificación de material capsular se observa una estrecha asociación
entre polisacáridos y ácidos nucléicos (27>. Utilizando polisacárido capsular
purificado a partir de cultivos de NmgB crecidos a diferentes tiempos, hemos
podido establecer en nuestro laboratorio una correlación entre el contenido en
a.nucléicos del polisacárido purificado y su capacidad como inhibidor en un sistema
de hemaglutinación con un policlonal de caballo <Fig.16). Un hecho hace mucho
tiempo conocido es que el RNA, una molécula acidica, puede unirse no
covalentemente a otras moléculas acídicas mediante cationes divalentes formando
complejos sumamente estables <91>. Por otra parte, polifosfatos de alto peso
molecular de unos 200 residuos de longitud son encontrados estrechamente unidos
a la superficie de diferentes especies de Neisseria (259>. El polifosfato, que tiene
una alta afinidad por cationes divalentes y trivalentes, podría actuar también en
este caso como armazón de la cápsula mediante interacciones con el
polyNeuNAca2-8 mediadas de nuevo por cationes divalentes.
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5.CONCLUSIONES

Aunque diseñado para resolver los problemas de asociados al recubrimiento
con PS-B, el procedimiento de biotinilación presentado es aplicable a otros
polisacáridos susceptibles de oxidación selectiva con periodato, y la biotinilación
de los polisacáridos capsulares de NmgA y NmgC fue también llevada a cabo con
éxito en nuestro laboratorio. Esto permite la utilización de polisacáridos biotinilados
de los principales serogrupos asociados con enfermedad meningocócica en el
desarrollo de ensayos para la evaluación de la inmunogenicidad de nuevas vacunas.
Las bacterias enteras son inapropiadas como inmunógenos para obtener
respuestas especificas a PS-B en las especies de animales más empleadas para
obtener anticuerpos monoclonales y policlonales: ratón y conejo respectivamente.
A este respecto serían preferibles protocolos que emplearan complejos no
covalentes de membrana externa y PS-B.
Tanto el ELISA con prerecubrimiento con estreptavidina, como el EIA, el
ELISA en fase liquida, el ELISA desarrollado con complemento o los diferentes
ensayos hemolíticos descritos en este trabajo constituyen unas potentes
herramientas que pueden afianzar los estudios encaminados a la obtención de una
vacuna contra NmgB basada en su polisacárido capsular, pudiendo servir como
base para la estandarización metodológica que posibilite la comparación de
resultados entre los diferentes grupos empeñados en el desarrollo de este tipo de
vacuna.
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La interacción de PS-B con un anticuerpo monoclonal específico presenta
interesantes peculiaridades: no sólo es dependiente de la temperatura, sino que en
función de esta presenta o no dependencia de la densidad antigénica. Esto puede
tener importantes repercusiones a la hora de plantearse la cuestión de la posible
reactividad cruzada entre PS-B y antígenos del sistema nervioso central.
La activación de complemento por anticuerpos anti PS-B, también presenta
una serie de rasgos característicos: no sólo es dependiente de la densidad
antigénica, sino que con un anticuerpo monoclonal de ratón el suero homólogo falla
en activar el complemento, a pesar de que este anticuerpo es capaz de inducir
protección en este modelo animal. Esto abre nuevos interrogantes sobre el posible
papel protector que pudieran inducirse en el hombre mediante la inducción de
anticuerpos de esta especificidad.
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